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Zusammenfassung 1

1 ZUSAMMENFASSUNG

Die hohe Krebsinzidenz in der Bevdlkerung kann nur unzureichend mit einer
Exposition gegenuber kanzerogenen Noxen erklart werden. Es ist daher eine
interessante Theorie, dass vielmehr auch endogene Faktoren eine entscheidende
Rolle bei der Krebsentstehung spielen. Zu diesen endogenen Faktoren gehoren
u.a. die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen, wie 8-Hydroxyguanin
(8-0x0G), die in allen Zellen gefunden werden und hochstwahrscheinlich ein
Gleichgewicht zwischen einer permanenten Generierung durch endogen gebildete
reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und einer gleichzeitigen Entfernung durch die
Mechanismen der DNA-Reparatur darstellen. Nicht reparierte oxidative DNA-
Modifikationen tragen zur spontanen Mutationsrate in Zellen bei und spielen so

eine entscheidene Rolle bei der Krebsentstehung.

Ein erster Schwerpunkt dieser Arbeit lag in der Untersuchung, ob Mitochondrien
und Peroxisomen als Hauptquellen endogen gebildeter ROS zu den
Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-Modifikationen beitragen. Im Fall der
Mitochondrien wurde dazu ein DNA-Relaxationsassay etabliert und mitochondriale
DNA-Schaden mit Hilfe verschiedener DNA-Reparaturendonukleasen in den
Lebern von Mausen bestimmt. Die Tatsache, dass sich die Hintergrundspiegel
oxidativer DNA-Schaden in Wildtyp- und reparaturdefizienten Csb”/Ogg1”-
Mausen nicht unterscheiden und auch keine altersabhangige Erhdhung der
Schaden detektiert wurde, Iasst auf alternative mitochondriale Strategien bei der
Abwehr oxidativer DNA-Schaden schlie3en.

Mit Hilfe des Peroxisomenproliferators WY-14,643 wurde die ROS-Produktion in
Peroxisomen von Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mausen durch eine gesteigerte
Expression der Acyl-CoA-Oxidase erhoht. Obwohl die behandelten Tiere sehr
effektiv auf die Behandlung mit dem Peroxisomenproliferator ansprachen, kam es
nicht zu einer Erhéhung der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen.
Die DNA-Schaden in genomischer DNA wurden in frisch isolierten Hepatozyten
mit Hilfe einer modifizierten Alkalischen Elutionstechnik und der bakteriellen
Reparaturendonuklease FPG (Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase) bestimmt.
In Peroxisomen produzierte ROS tragen somit nicht zu den Hintergrundspiegeln
oxidativer DNA-Schaden bei.
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Einen weiteren  Schwerpunkt dieser Arbeit stellten  mechanistische
Untersuchungen zur Bedeutung der 8-Hydroxyguanin-Glykosylase (OGG1) und
des Cockayne Syndrom B-Proteins (CSB) bei der Basenexcisionsreparatur
oxidativer DNA-Modifikationen dar. Experimentell wurden dazu transgene Csb”~,
Ogg1” und Csb”/Ogg1”-Mause generiert, die das bakterielle Lacl-Gen (BigBlue®)
tragen und somit fur in vivo Mutationsversuche eingesetzt werden konnten. Die
Bestimmung der Mutationsfrequenzen in Lebern der diversen Genotypen zeigte,
dass es in Ogg71”-Mausen zu einer 2,1-fachen und in Csb”/0Ogg1”’-Mausen zu
einer  statistisch  signifikanten  3,3-fachen  Erhéhung der spontanen
Mutationsfrequenz im Vergleich zu Wildtyp-Mausen kam. Die molekulare Analyse
der Mutationen zeigte, dass das vermehrte Auftreten von Mutationen in Ogg1'/'-
und Csb”/0gg1”-Mausen vor allem auf eine erhohte Bildung von G:C zu T:A
Transversionen, die typischerweise aus nicht repariertem 8-oxoG entstehen,
zurickgefuhrt werden kann. Dies zeigt, dass CSB in einem back-up-
Reparaturweg, selbst in nicht transkribierten Genen, einen Ausfall des OGG1-
Proteins funktional komplementieren kann. Die Tatsache, dass in Csh”-Mausen
keine signifikante Erhéhung der Mutationsfrequenz im Vergleich zu Wildtyp-Tieren
gefunden wurde, legt nahe, dass OGG1 das primare Abwehrsystem gegen
oxidative DNA-Schaden darstellt. Als weiterer Interaktionspartner in dieser OGG1-
unabhangigen, aber CSB-abhangigen back-up-Reparatur in vivo konnte die
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP 1) identifiziert werden. Es zeigte sich,
dass Parp1’/0gg1”-Mause altersabhangig mehr oxidative DNA-Schaden in der
Leber akkumulieren als Ogg1'/'-Méuse, wohingegen der alleinige Ausfall des
PARP 1-Proteins keinen Einfluss auf die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-
Schaden hat.

Durch eine Korrelation der gefundenen spontanen Mutationen in der Leber von
Wildtyp-, Csb”-, Ogg1”- und Csb”/Ogg1”-Mausen mit den Hintergrundspiegeln
Fpg-sensitiver Modifikationen konnte eine Abschatzung der Mutagenitat von
oxidativen DNA-Modifikationen in vivo erfolgen. Die Daten zeigen, dass bereits
weniger als 0,2 Fpg-sensitive Modifikationen pro 10° bp ausreichen, die spontane

Mutationsfrequenz zu verdoppeln.

Um letztendlich eine Aussage Uber den Beitrag oxidativer DNA-Schaden bei der

Kanzerogenese treffen zu konnen, wurden Wildtyp und reparaturdefiziente
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Csb”/0gg1”-Mause mit dem Peroxisomenproliferator WY-14,643 als
spezifischem Leberpromotor behandelt, um spontan initierte Hepatozyten zur
Zellteilung anzuregen. Eine in Zusammenarbeit durchgefuhrte Analyse
praneoplastischer Lasionen in Leberschnitten der untersuchten Genotypen zeigte,
dass in Csb”/Ogg1”-Mausen eine signifikant erhdhte Anzahl an
Glucose-6-Phosphatase positiver und negativer Lasionen zu finden war, die als

Vorstufen einer malignen Entartung angesehen werden koénnen.

Die Ergebnisse zeigen, dass eine Erhdhung der Hintergrundspiegel oxidativer
DNA-Modifikationen, z.B. durch eine fehlerhafte Reparatur zu einer Erhdhung der
spontanen Mutationsfrequenz fuhren und somit einen entscheidenden Beitrag bei

der Krebsentstehung leisten konnen.
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2 EINLEITUNG UND STAND DER FORSCHUNG

Krebs ist in den westlichen Industrienationen nach den Herzkreislauferkrankungen
die zweithaufigste Todesursache. Daher besteht groRes Interesse, die der
Erkrankung zugrunde liegenden Mechanismen bei der Entstehung und beim

Fortschreiten der Erkrankung (Kanzerogenese) aufzuklaren.

Es ist bekannt, dass Umweltfaktoren und der individuelle Lebensstil groRte
Bedeutung fir das Krebsrisiko haben. Der Einfluss einer genetischen
Pradisposition ist zwar ebenfalls gut belegt, insgesamt aber wohl weniger wichtig
(Lichtenstein et al., 2000; Risch, 2001). Obwohl viele der kanzerogenen Noxen,
die in der Umwelt vorkommen (wie Aflatoxine, polyzyklische aromatische
Kohlenwasserstoffe, Sonnenlicht, Asbest) bereits identifiziert sind, kann die
Konzentration und das mutagene Potential dieser Stoffe in der Umwelt nur schwer
die hohe sporadische Krebsinzidenz in der Bevolkerung erklaren (Gold et al.,
1992; Ames und Gold, 2000). Es ist daher eine interessante Theorie, dass auch

endogene Faktoren eine entscheidende Rolle bei der Krebsentstehung spielen.

Zu diesen endogenen Faktoren gehoren unter anderem oxidative DNA-Schaden,
die durch reaktive Sauerstoffspezies (ROS) verursacht werden. Nach heutiger
Kenntnis unterliegt die DNA einer permanenten Schadigung durch ROS, wie
Hydroxylradikale, Superoxid-Radikalanionen und Wasserstoffperoxid, die als ein
Nebenprodukt des oxidativen Metabolismus entstehen kénnen (Collins, 1999;
Marnett, 2000). Diesem Prozess stehen in gesunden Zellen Abwehrmechanismen
gegenuber, vor allem Antioxidantien, die die zellularen Bestandteile vor einer
Schadigung durch ROS schitzen kdénnen. Andererseits existieren verschiedene
DNA-Reparaturmechanismen, die durch ihre Funktion einen Beitrag zur Wahrung
der genomischen Stabilitit der DNA leisten (vgl. 2.4). Aus der
Bildungsgeschwindigkeit der DNA-Schaden einerseits und der
Reparaturgeschwindigkeit andererseits resultieren in allen Zellen basale
Hintergrund- bzw. Gleichgewichtsspiegel oxidativer DNA-Modifikationen, von
denen 8-Hydroxyguanin (8-oxoG) wahrscheinlich die mengenmalig haufigste ist.
Die Anzahl an 8-0xoG in der DNA einer Zelle wird daher auch als Biomarker fur

zellularen oxidativen Stress herangezogen (Kasai et al., 1993).
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Jede Erhohung dieser Gleichgewichtsspiegel, z.B. durch vermehrte Bildung oder
schlechtes Abfangen von ROS, flihrt zu einem erhdéhten Mutationsrisiko (vgl.
Abbildung 1). Treten diese Mutationen in Protoonkogenen (wie zum Beispiel ras,
c-myc) oder Tumorsuppresorgenen (wie zum Beispiel p53, p16, RB, APC) auf,
kann es zur malignen Entartung und damit Krebsentstehung kommen. Aus
Abbildung 1 ergibt sich auch die Hypothese, dass Gene, die an der Reparatur
oxidativer DNA-Schaden beteiligt sind, indirekt tumor-suppresive Eigenschaften
aufweisen konnten (=“caretaker-Gene®). Ein Ausfall konnte die spontane
Mutationsrate erhohen und damit einen Beitrag zu malignen Entartung leisten
(Mutatorhypothese) (Loeb, 1998; Loeb, 2001; Loeb et al., 2003).

Antioxidantien

0,-Metabolismus

— Reaktive Sauerstoffspezies:

OH:, 10,, 0, RO", H,0,

Gleichgewichts-
spiegel

Mutationen +—

Abbildung 1:  Ursprung und Beeinflussbarkeit der basalen Gleichgewichtsspiegel oxidativer
DNA-Modifikationen in Zellen und mdgliche biologische Konsequenzen (nach Epe,
2002).

Es gibt in den letzten Jahren viele Hinweise daflr, dass oxidative Modifikationen in
der DNA tatsachlich wichtige Vorstufen initierender Mutationen darstellen
(Wiseman und Halliwell, 1996; Beckman und Ames, 1997; Sekiguchi und Tsuzuki,
2002). So wurde gezeigt, dass Kaliumbromat, das oxidative DNA-Schaden
generieren kann (Ballmaier und Epe, 1995; Ballmaier und Epe, 2006), in Nagern
zu einer Erhdhung der Krebsinzidenz fuhrt (Kurokawa et al., 1990). Aus diesen

Expositionsexperimenten kann jedoch nur ungenau das Risiko von endogenen
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gebildeten oxidativen DNA-Schaden fir die ,spontane Krebsentstehung

abgeschatzt werden.

Einen Hinweis flr das Risiko von endogen erzeugten oxidativen DNA-Schaden
erhalt man, wenn man Genotypen betrachtet, bei denen DNA-Reparaturdefekte
fir 8-oxoG bestehen. So wurde berichtet, dass menschliche Osophaguskarzinome
(Hagiwara et al., 2005), Magen- (Shinmura et al.,, 1998), Lungen- und
Nierentumoren (Chevillard et al., 1998; Audebert et al., 2000) mit einem Verlust
des Genabschnitts der humanen 8-Hydroxyguanin-DNA-Glykosylase (Ogg17)
(LOH: loss of heterozygocity) einhergehen. Ein weiteres wichtiges Indiz fur die
Wichtigkeit von oxidativen DNA-Schaden, vor allem 8-oxoG, ergibt sich aus der
Analyse von Mutationsmustern des Tumorsupressorgens p53 in diversen
Tumorgeweben. Es konnte gezeigt werden, dass in verschiedenen Krebsarten vor
allem G:C zu T:A Transversionen zu finden sind (Wiseman und Halliwell, 1996),

die typischerweise auf nicht repariertes 8-oxoG zurickzuflihren sind.

Die vorliegende Arbeit dient dem Ziel, die Bedeutung oxidativer DNA-Schaden fr
die Kanzerogenese auch quantitativ besser abschatzen zu konnen.
Grundgedanke dabei ist es, die Folgen eines Ausfalls der spezifischen Reparatur
oxidativer DNA-Schaden und damit eines definierten Anstiegs der
Gleichgewichtsspiegel der DNA-Modifikationen (vgl. Abbildung 1) in vivo zu
erfassen. In den folgenden Abschnitten werden darum zumindest die Grundlagen

der Bildung und Reparatur oxidativer DNA-Schaden erlautert.

21 Reaktive Sauerstoffspezies und oxidativer Stress

In allen aeroben Organismen wird Sauerstoff in grolen Mengen zur
Energiegewinnung bendtigt. Als Nebenprodukt koénnen dabei reaktive
Sauerstoffspezies entstehen (vgl. Tabelle 1), deren vermehrte Bildung zu einer
Stérung des Verhaltnisses aus Prooxidantien und Antioxidantien zugunsten der
Prooxidantien fuhrt. Die vermehrte Bildung oder der verminderte Abbau von ROS
wird auch als oxidativer Stress bezeichnet (Sies, 1991). Als Folge von oxidativem
Stress kann es zur vermehrten Schadigung von Lipiden, Proteinen und

Nukleinsduren kommen. Diese Schadigungen sind an Anderungen in der
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Signaltransduktion beteiligt (Baeuerle et al., 1996) und haben Einfluss auf

Alterungsprozesse, Krebsentstehung und Entziindungsreaktionen.

In Tabelle 1 sind die wichtigsten reaktiven Sauerstoffspezies und ihre geschatzte

Lebensdauer aufgefuhrt.

Tabelle 1: Reaktive Sauerstoffspezies und ihre geschatzte Lebensdauer (Sies, 1993).
Reaktive Sauerstoffspezies Halbwertszeit [s]

HO", Hydroxylradikal 10

'0,, Singulett-Sauerstoff 10°

O, , Superoxid-Radikal Dismutation

H,0O,, Wasserstoffperoxid enzymatischer Abbau

RO, Alkoxyl-Radikal 10°

ROOQO’, Peroxylradikal 7

NO’, Stickstoffmonoxid 1-10

211 Endogene Quellen reaktiver Sauerstoffspezies

Reaktive Sauerstoffspezies kdnnen sowohl durch exogene (wie Sonnenstrahlung),
als auch endogene Faktoren gebildet werden. Die wahrscheinlich wichtigsten

endogenen Quellen reaktiver Sauerstoffspezies sind in Tabelle 2 aufgezeigt.
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Tabelle 2: Quantitativ.  bedeutsame endogene Quellen fur die Bildung reaktiver
Sauerstoffspezies (Klotz, 2003; Waris und Ahsan, 2006).

Endogene Quellen reaktiver Sauerstoffspezies

Mitochondriale Atmungskette

Peroxisomen

Purinabbau (Xanthinoxidase)

Xenobiotika-Metabolismus Uber das Cytochrom-P-450-System
Granulozyten (NADPH-Oxidase & Myeloperoxidase)

Arachidonsauremetabolismus

Es wird geschatzt, dass mitochondriale-, peroxisomale-, mikrosomale- und
cytosolische Enzyme mit je 15%, 35%, 45% bzw. 5% zur Gesamtproduktion von
Wasserstoffperoxid in der Rattenleber beitragen (Boveris et al., 1972). Trotz der
hohen Produktion von ROS in diesen Zellkompartimenten ist nur teilweise geklart,
ob Uberhaupt und wenn ja, welchen absoluten Beitrag diese Quellen zu den

Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-Modifikationen beisteuern.

Im Folgenden sollen die Mitochondrien (vgl. 2.1.2) und die Peroxisomen
(vgl. 2.1.3) als Hauptquellen reaktiver Sauerstoffspezies naher beschrieben

werden.

2.1.2 Endogene mitochondriale ROS-Produktion und ihre Konsequenzen

Mitochondrien verbrauchen als Hauptenergielieferanten der Zelle unter
physiologischen Bedingungen mehr als 90% des =zellular aufgenommenen
Sauerstoffs (Boveris et al., 1972). Davon werden etwa 1-5% zu
Superoxidradikalen reduziert (Turrens und Boveris, 1980). Unter pathologischen
Bedingungen konnen die Spiegel an Superoxidradikalen noch erhoht sein
(Mecocci et al., 1993; Mecocci et al.,, 1994). In den Mitochondrien sind die
Komplexe | und Il die Hauptquellen fir die Produktion von Superoxidradikalen.

Abbildung 2 zeigt die Produktion von ROS in der mitochondrialen Atmungskette.
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Abbildung 2:  ROS-Produktion in der mitochondrialen Atmungskette (Kehrer, 2000).

Superoxidradikale entstehen in Komplex | durch die Ubertragung eines Elektrons
von der NADH Dehydrogenase auf molekularen Sauerstoff. Des Weiteren kdnnen
auch Elektronen von Ubichinon (Coenzym Q), welches als Elektronenubertrager
zwischen den Komplexen Il und Il fungiert, auf Sauerstoff Ubertragen werden
(Kehrer, 2000). Superoxidradikale werden durch die Superoxiddismutase (SOD)
zu Wasserstoffperoxid (H202) umgewandelt. H,O, kann nun durch Katalase oder
Glutathionperoxidase (GPx) abgebaut werden. Geschieht dies nicht, kann es zu
einer metallkatalysierten Haber-Weiss-Reaktion kommen, welche Uber eine
Fenton-Reaktion verlauft und letztendlich Hydroxylradikale generiert. Aufgrund
ihrer kurzen Halbwertszeit und fehlender enzymatischer Inaktivierungssysteme

werden Hydroxylradikale als das ultimativ schadigende Agens angesehen.

Wegen der nahen raumlichen Lage der mitochondrialen DNA (mtDNA) zur
Atmungskette und dem Fehlen von Introns wurde spekuliert, dass mtDNA
besonders anfallig flr eine Schadigung durch ROS ist (Miquel, 1991). Weiterhin
konnen auch Enzyme der Atmungskette geschadigt werden, was langfristig zu
einer Abnahme der zellularen Energieproduktion fuhrt. Als Konsequenz der
fehlerhaften Atmungskette produzieren die geschadigten Mitochondrien vermehrt

Sauerstoffradikale (Perl, 2003). Diese attackieren wiederum mitochondriale



Einleitung und Stand der Forschung 10

Strukturen, wobei sich der Teufelskreis zwischen ROS-Produktion und
Schadigung durch ROS schlief3t (Abbildung 3).

junge Zelle mit

gesunden Mitochondrien alte, ramponierte

: : Zelle mit schadhaften
relgtlv wenige Mitochondrien viele freie
frele Radilale Radikale und

zunehmend Schaden

Nahrstoffe
und Sauerstoff

reichliche

ATP-Produktion ~ Nanrstoffe

und Sauerstoff

verminderte
ATP-Produktion

o @

Mitochondrien-DNA

Molekiilkomplex

Abbildung 3:  Auswirkungen von oxidativem Stress auf mitochondriale Strukturen (Perl, 2003)

Wie in Abbildung 3 gezeigt, kbnnen mitochondriale ROS nicht nur mtDNA
schadigen, sondern gelangen mit zunehmendem Integritatsverlust der
Mitochondrien auch vermehrt ins Cytoplasma, wo sie mit anderen

Zellbestandteilen abreagieren kdnnen.

Obwohl die absoluten Hintergrundspiegel oxidativer mtDNA-Schaden in
Abhangigkeit von der benutzten Messmethode stark schwanken, werden
mitochondriale DNA-Schaden kausal mit verschiedenen neurodegenerativen
Erkrankungen, Alterungsprozessen und der Entstehung von Krebs in Verbindung
gebracht. (Bandy und Davison, 1990; Hayakawa et al., 1992; Mecocci et al., 1993;
Schapira, 1999; Berneburg et al., 2006).
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2.1.3 ROS durch Peroxisomen und Peroxisomenproliferatoren

2.1.3.1 Aufbau und Funktion von Peroxisomen

Peroxisomen sind kleine, mit einfachen Membranen umhiillte Zellorganellen, die
sich im Cytoplasma von eukaryotischen Zellen befinden. lhre Hauptaufgabe
besteht in der Regulation von Kohlenhydrat- und Fettstoffwechsel, wie der
peroxisomalen p-Oxidation (Abbildung 4). Diese dient primar nicht der
Energiegewinnung, sondern der Verkiurzung von sehr langkettigen Fettsauren
(C24, Co6) (Kunau et al., 1995).

Acyl-CoA
FAD 0,
Oxidase FADH, H,0, H,0+ %O,
Enoyl-CoA Katalase
Enoyl-CoA- H,0
Hydratase l/

Hydroxyacyl-CoA

NAD*
Hydroxyacyl-CoA- C
Dehydrogenase NADH + H*

Ketoyl-CoA

C CoASH
Ketothiolase Acetyl-CoA

Acyl-CoA

Abbildung 4:  Peroxisomale B-Oxidation (nach Karlson et al., 1993).

Im ersten Schritt katalysiert eine peroxisomale Acyl-CoA-Oxidase die Ubertragung
von FAD-gebundenem Wasserstoff auf Sauerstoff, so dass neben dem
entsprechenden Enoyl-CoA auch Wasserstoffperoxid entsteht. Wird H,O, nun
nicht durch Katalase entgiftet, kann es, wie in Kapitel 2.1.2 beschrieben, zur
Bildung von Hydroxylradikalen kommen (Schrader und Fahimi, 2004). Entweicht
H,O, in das Cytosol und gelangt in den Kern, kann es dort zu den

Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-Modifikationen beitragen.
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2.1.3.2 Peroxisomenproliferatoren

Peroxisomenproliferatoren (PP) gehdren aus chemischer Sicht zu einer strukturell
sehr heterogenen Klasse von naturlichen und synthetischen Verbindungen. Zu
diesen Verbindungen zahlen die Fibrate, wie Clofibrat und Bezafibrat,
verschiedene Weichmacher, wie DEHP, aber auch nichtsteroidale Antirheumatika
wie Indometacin (Moody und Reddy, 1978; Willson und Wahli, 1997; Corton et al.,
2000; Escher und Wahli, 2000). Als naturliche Verbindungen wurden verschiedene
langkettige Fettsauren identifiziert (Keller et al., 1993). Der Name der
Peroxisomenproliferatoren leitet sich von der Fahigkeit dieser Verbindungen ab,
Peroxisomen zur Proliferation anzuregen. Unter physiologischen Bedingungen
nehmen Peroxisomen 2% des Cytoplasmavolumens ein (Reddy und Lalwai,
1983). Nach einer Behandlung mit PP kdnnen Peroxisomen bis zu 25% des
Cytoplasmavolumens einnehmen (Reddy et al., 1977). Als molekulare Schaltstelle
fur die Peroxisomenproliferation konnte ein sogenannter Peroxisomenproliferator
aktivierter Rezeptor a (PPAR«) identifiziert werden (Issemann und Green, 1990).
PPARa-knockout-Mause sprechen nicht auf eine Behandlung mit PP an (Peters et
al., 1997; Hays et al., 2005). Die Stimulation der Rezeptorsubtypen PPARB/6 und
PPARYy flhren nicht zu einer Peroxisomenproliferation (Yeldandi et al., 2000).
Neben der Peroxisomenproliferation sind die oben genannten Substanzen in der
Lage, die Leber zur Proliferation anzuregen, was sich in einer Zunahme des
Lebergewichts aullert. Aullerdem kommt es zu Genexpressionsveranderungen

von Enzymen, die am Fettsauremetabolismus beteiligt sind (Lock et al., 1989).

Aus toxikologischer Sicht sind Peroxisomenproliferatoren besonders interessant,
da eine chronische Verabreichung dieser Substanzen an Mause und Ratten zu
Leberkrebs fuhrt (Reddy et al., 1980). Peroxisomenproliferatoren besitzen jedoch
typischerweise kein direktes mutagenes Potential (Galloway et al., 2000).
Vielmehr konnte gezeigt werden, dass Peroxisomenproliferatoren zu einer starken
transkriptionellen Aktivierung der peroxisomalen H,O,-produzierenden Acyl-CoA-
Oxidase fuhren, wohingegen die Transkription der Katalase kaum beeinflusst wird
(Reddy et al., 1986). Das daraus resultierende Missverhaltnis aus der Generierung
von ROS und deren Abbau, konnte zu oxidativem Stress und daraus resultierend
zu oxidativen DNA-Schaden fihren (Reddy und Lalwai, 1983; Yeldandi et al.,
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2000). Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass es bereits nach zweiwochiger
Behandlung mit Fenofibrat zu einem 89%igen Anstieg der zellularen
Wasserstoffperoxid-Konzentration kommt (Arnaiz et al., 1995). Ob der so
generierte oxidative Stress auch vermehrt zu oxidativen DNA-Schaden fuhrt und
diese Schaden dann ursachlich an der Enstehung von Hepatomen beteiligt sind,

ist derzeit noch Gegenstand wissenschaflticher Diskussion.

Die Wirkungen von Peroxisomenproliferatoren sind extrem artspezifisch. Wahrend
Nager wie Maus und Ratte sehr stark ansprechen, Hamster intermediar, lassen
sich in Hunden und Primaten nur  schwache bis  geringe
peroxisomenproliferierende Wirkungen erkennen (Hoivik et al., 2004; Peters et al.,
2005).

2.1.3.3 Peroxisomenproliferatoren und Leberkrebs

Die bereits beschriebenen (vgl. 2.1.3.2) und weitere Mechanismen, die zur PP
induzierten Leberkanzerogenese beitragen koénnten, sind in Abbildung 5

zusammengefasst.
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Abbildung 5:  Mdgliche Mechanismen fiir die PP induzierte Kanzerogenese (Peters et al., 2005).

Die Bindung von Liganden an PPARqa (A) fuhrt zu einer Aktivierung von
Targetgenen, einschlieBlich der Acyl-CoA-Oxidase (ACO oder ACOX1) (B).
Dadurch kommt es auch zur Aktivierung der Zellproliferation (C), wobei noch nicht
eindeutig geklart ist, ob dies Uber eine direkte Interaktion mit einem noch nicht
bekannten Targetgen oder Uber indirekte Mechanismen ablauft. Liganden fur
PPARa kdonnen auch unabhangig von PPARa Kupferzellen aktivieren, die via
ROS einen Signalgeber fur die Zellteilung benachbarter Hepatozyten darstellen
konnten (D). Ob die bei der Behandlung mit PP gebildeten ROS auch zu
oxidativen DNA-Schaden und damit zu Mutationen fihren oder nur Uber die
Stimulation der Zellteilung das Tumorwachstum foérdern ist ungewiss. Die
gesteigerte Zellproliferation fixiert im letzten Fall spontane, im ersten Fall auch
durch ROS induzierte DNA-Schaden zu Mutationen und fuhrt letztendlich zur
Entstehung von Leberkrebs (E) (Klaunig et al., 2003; Peters et al., 2005).

Auf die molekularen Mechanismen der gesteigerten Zellproliferation, unter einer
Behandlung mit Peroxisomenproliferatoren, soll im Rahmen dieser Arbeit nicht

naher eingehen. Der Focus sollte vielmehr auf die Frage gelenkt werden, ob
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(I) der Peroxisomenproliferator WY-14,643 zu oxidativen DNA-Schaden in vivo
fuhrt oder (ll) ob vor allem die PP induzierte Zellproliferation eine Rolle bei der

Kanzerogenese spielt.

2.1.3.4 Der Peroxisomenproliferator WY-14,643

WY-14,643 ist ein Peroxisomenproliferator, der von der Firma Wyeth zur
Behandlung von Hypertriglyceriddmien entwickelt wurde. Trotz der Fahigkeit, die
Plasmaspiegel an Triglyceriden in Mausen effektiv zu senken (Reddy et al., 1977),
wurde die Substanz nie in klinischen Phasen getestet. Vielmehr wird die Substanz
heute zu Forschungszwecken als potenter PPARa-Agonist eingesetzt. Die

Substanz zeigt alle fur PP typischen Eigenschaften (vgl. 2.1.3.2).

cl
o
N \N)\S/\COOH

Abbildung 6:  Strukturformel von WY-14,643;
[4-Chloro-6-(2,3-dimethyl-phenylamino)-pyrimidin-2-ylsulfanyl]-essigsaure.

2.2 Oxidative DNA-Modifikationen

Die in Tabelle 1 gezeigten ROS kdnnen die DNA auf unterschiedliche Art und
Weise schadigen. Bis heute konnten mehr als 100 verschiedene DNA-
Modifikationen identifiziert werden (Halliwell und Aruoma, 1991; Dizdaroglu, 1992).
Dabei kann die DNA-Base oder das Phosphat-Zuckergerist geschadigt werden.
Zu den verschiedenen Modifikationen der DNA zahlen Einzel- und
Doppelstrangbriiche, modifizierte Basen, AP-Stellen, sowie Protein-DNA-

Quervernetzungen. Einige dieser Modifikationen sind in Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7:  Struktur einiger DNA-Modifikationen, die durch ROS induziert werden.

Die mengenmalRig in zellularer DNA vermutlich am haufigsten vorkommende
DNA-Modifikation, das 8-Hydroxyguanin (8-oxoG), kann durch Addition eines OH-
Radikals an Position C8 des Guanins gebildet werden (Epe, 1995; Loft und
1996), aber
(Devasagayam et al., 1991; Halliwell und Aruoma, 1991). Die Haufigkeit dieser

Poulsen, auch durch Einwirkung von Singulett-Sauerstoff
Modifikation ergibt sich aus dem besonders niedrigen Oxidationspotential des
1982).

8-Hydroxyguanosin liegt in der DNA ganz Uberwiegend in der tautomeren

Guanins im Vergleich zu den anderen Basen (Huttermann,

Ketoform vor, wodurch eine effektive Fehlpaarung mit Adenin ermdglicht wird
(s.u.). Alternativ kann aus dem primar gebildeten Radikal durch Offnung des

Imidazolringes
entstehen (Asagoshi et al., 2000; Cadet et al., 2000).

2,6-Diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidin (Fapy-Guanin)

Durch Wasserstoffabstraktion an den Desoxyriboseresten kommt es Uber
Zuckerradikale zur Ausbildung von AP-Lasionen oder zu DNA-Einzel- bzw. DNA-

Doppelstrangbriichen (Teoule, 1987; Von Sonntag, 1987). Oxidierte AP-Lasionen
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konnen durch einen radikalischen Angriff an Position 1, 2, oder 4 des Zuckers
entstehen (Epe, 1995). Nicht oxidierte AP-Lasionen entstehen durch spontane
Depurinierung (Lindahl, 1993).

23 Biologische Konsequenzen oxidativer DNA-Schaden

DNA-Schaden kénnen in Zellen prinzipiell auf drei verschiedene Arten prozessiert
werden: (I) Der DNA-Schaden wird durch Reparatursysteme erkannt und
vollstandig und fehlerfrei behoben. (II) Der DNA-Schaden kann durch
Reparatursysteme nicht, oder nur unzureichend behoben werden. Die Zelle leitet
daraufhin den programmierten Zelltod (Apoptose) ein oder geht in die Nekrose.
(111) Der DNA-Schaden wird nicht oder nur unzureichend repariert und wird in der
darauf folgenden Zellteilung als Mutation fixiert. Wie bereits erwahnt, stellt dieser

Vorgang dann den ersten Schritt bei der malignen Entartung der Zelle dar.

Im folgenden Abschnitt sollen die Konsequenzen der im Rahmen dieser Arbeit
untersuchten DNA-Modifikationen, die durch reaktive Sauerstoffspezies induziert

werden, naher beschrieben werden.

Wie bereits erwahnt, ist 8-Hydroxyguanin (8-oxoG) die mengenmalig am
haufigsten vorkommende oxidative DNA-Basenmodifikation. Aufgrund der
moglichen Fehlpaarung mit Adenin wahrend der Replikation besitzt es ein hohes
mutagenes Potential (Shibutani et al., 1991; Tchou und Grollman, 1993). Es kann
zu so genannten G:C zu T:A Transversionen kommen (Klein et al.,, 1992).
Untersuchungen zur Mutationsfrequenz von 8-oxoG in Saugerzellen konnten
zeigen, dass ein einzelnes 8-oxoG Molekil in einem einzelstrangigen Shuttle-
Vektor zu einer Mutagenitat von 2,5 bis 4,8% fuhrt (Moriya, 1993). Mehr als 78%
der gefundenen Mutation waren G:C zu T:A Transversionen. Die relativ niedrige
Mutagenitat kann mit der Effizienz der vorhandenen Reparatursysteme flir 8-oxoG
erklart werden, ist jedoch im Vergleich mit anderen Modifikationen noch relativ
hoch.

Formamidopyrimidine (Fapy-Guanin und Fapy-Adenin) besitzen kein mutagenes
Potential. Sie fihren zur Hemmung der Replikation (O'Connor et al., 1988) und
wirken dadurch zytotoxisch (Tudek et al., 1992).
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AP-Lasionen kdnnen uber verschiedene Mechanismen ebenfalls zur Mutagenese
beitragen oder zytotoxisch wirken (Epe, 1995): (I) Diese Modifikation stellt eine
informationsleere Stelle in der DNA dar, die zum Block der Transkription und
Replikation fuhren kann (Yu et al., 2003). (Il) Wahrend der Replikation kann es
aulRerdem zu Basenfehlpaarungen kommen (Lawrence et al., 1990; Klinedinst und
Drinkwater, 1992; Neto et al.,, 1992), die in Bakterien zu G:C zu TA
Transversionen fuhren. (lll) Aus einer AP-Lasion kann auch durch spontane
Hydrolyse oder enzymatisch ein DNA-Einzelstrangbruch entstehen (Lindahl,
1993).

Durch Oxidantien induzierte Einzelstrangbriiche werden in einem mehrstufigen
Prozess sehr schnell repariert (Caldecott, 2001; Caldecott, 2003). Es kann jedoch
nicht ausgeschlossen werden, dass auch Einzelstrangbriche ein mutagenes
Potential besitzen (Epe, 1995).

24 DNA-Reparaturmechanismen

Uber die absolute Menge an DNA-Schaden, die taglich in menschlichen Zellen
entstehen, gibt es in der Literatur unterschiedliche Angaben. Die Zahlen variieren
von etwa 10 000 (Seeberg et al., 1995) Uber 20 000 (Lindahl, 1993) endogenen
DNA-Schaden pro Tag und Zelle, bis hin zu 150 000 La&sionen (Beckman und
Ames, 1997). Dies macht deutlich, dass es ausgefeilte DNA-
Reparaturmechanismen geben muss zur Bewahrung der genomischen Integritat.
Bis heute wurden mehr als 150 Gene des Menschen beschrieben, die an DNA-
Reparaturvorgangen beteiligt sind (Wood et al., 2005). Die Identifizierung dieser
Gene erfolgte in vielen Fallen durch Homologiesuche aus einfacher strukturierten
Organismen wie Hefen oder E. coli. Einige der involvierten Gene wurden auch bei
der Erforschung menschlicher Krankheiten entdeckt (Yu et al., 1999). Dennoch
werden viele Bereiche der DNA-Reparatur, speziell das Zusammenspiel der
verschiedenen Proteine in verschiedenen DNA-Reparaturwegen und die
biologischen Konsequenzen bei einem Ausfall der DNA-Reparatur, bisher nur

teilweise verstanden.
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Nach heutigem Kenntnissstand kann man die DNA-Reparaturmechanismen in
mehrere Gruppen einteilen, von denen einige im Folgenden naher erklart werden

sollen.

241 Direkte Reparatur (Schadensreversion)

Die direkte Schadensreversion scheint bei der Reparatur von oxidativ veranderten
Basen nicht beteiligt zu sein. Sie spielt vielmehr eine Rolle bei der Reparatur
methylierter Basen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass
O°-Methylguanin  repariert  wird, indem eine  O°Methylguanin-DNA-
Methyltransferase (MGMT) die Methylgruppe des veranderten Guanins auf einen
ihrer Cystein-Bausteine Ubertragt (Moore et al., 1994). Da das entstehende
S-Methylcystein chemisch sehr stabil ist, kann das Reparaturenzym nicht mehr

regeneriert werden.

Kurzlich konnte gezeigt werden, dass die Dioxygenasen hABH2 und hABH3 in der
Lage sind, die Methylgruppen von 1-Methyladenin (1meA) und 3-Methylcytosin
(3meC), Uber eine oxidative Demethylierung aus der DNA zu entfernen, wobei
Formaldehyd entsteht (Duncan et al.,, 2002; Aas et al., 2003). In mABH2 und
MABH3 knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass mABH2-Mause
altersabhangig 1meA im Genom akkumulieren und dass die in vitro Reparatur von
1meA und 3meC nur vom mABH2-Protein abhangig ist (Ringvoll et al., 2006). Dies
deutet auf unterschiedliche Aufgaben von mABH2 und mABH3 bei der Abwehr
gegen methylierte DNA-Basen hin.
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2.4.2 Basenexcisionsreparatur

Die  Basenexcisionsreparatur (BER) ist der Hauptreparaturweg fur
Basenveranderungen, die die Helix-Struktur der DNA kaum bzw. nicht verandern
(Slupphaug et al., 2003). Dazu gehdren alkylierte oder deaminierte Basen, sowie
durch ROS oder ionisierende Strahlung oxidierte, reduzierte oder fragmentierte
Nukleotide (Krokan et al., 2000).

Nach heutigem Kenntnisstand und wie in Abbildung 8 dargestellt, lasst sich die
BER in zwei Wege einteilen: Den short-patch-Weg (A + B), bei dem ein einzelnes
Nukleotid ausgetauscht wird, und der long-patch-Weg (C), bei dem 2—8 Nukleotide

ausgetauscht werden.
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Abbildung 8:  Schematische Darstellung des Mechanismus der Basenexcisionsreparatur beim
Menschen (Krokan et al., 2000).

Die Reparatur wird dabei durch spezielle Reparaturglykosylasen eingeleitet.
DNA-Reparaturglykosylasen kdénnen entweder mono- (A) oder bifunktionell (B)
sein. Monofunktionelle Glycosylasen (wie die Uracil-DNA-Glycosylase, UNG)
entfernen nur die modifizierte Base und hinterlassen eine intakte AP-Stelle. Diese
AP-Lasion wird dann durch eine AP-Endonuklease (APE1, auch HAP1 genannt)

erkannt und durch Prozessierung in einen DNA-Einzelstrangbruch Uberfuhrt. Es
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entsteht eine freie 3’-OH-Gruppe, die als Substrat fur Polymerase 3 (Pol p) dient
(Bohr und Dianov, 1999; Nilsen und Krokan, 2001). AnschlieRend wird das DNA-
Ruckgrat durch eine DNA-Ligase Il wieder geschlosen. Dieser Schritt wird durch
das Plattformprotein XRCC1 koordiniert, das sowohl fur Pol B, als auch fur DNA-
Ligase lll Bindestellen aufweist (Lindahl et al., 1997; Krokan et al., 2000).

Bifunktionelle Glykosylasen (wie die 8-Hydroxyguanin-DNA-Glykosylase, OGG1)
trennen ebenfalls die N-glykosidische Bindung und setzen die modifizierte Base
frei. AnschlieRend I6sen sie die Phosphodiesterbindung, die 3’ von der gebildeten
AP-Lasion liegt, durch pB- bzw. B-6-Elimination (B-Lyase-Aktivitat) (Scharer und
Jiricny, 2001). Es bleibt ein Einzelstrangbruch mit einem durch einen
Zuckerphosphatrest blockierten 3’-Ende und 5’-Phosphatrest zurtck. Dieser wird
durch APE1 (HAP1) entfernt, damit die Licke durch Pol B und DNA-Ligase Il

wieder geschlossen werden kann.

Alternativ zur short-patch BER, kann die Reparatur einer modifizierten Base auch
uber die so genannte long-patch BER laufen (vgl. Abbildung 8, C). Welcher Weg
bei der BER eingeschlagen wird, ist abhangig von der AP-Stelle erzeugenden
Glykosylase (Fortini et al., 1999), dem Typ der vorliegenden AP-Stelle (Slupphaug
et al.,, 2003) und moglicherweise auch vom Zellzyklus (Slupphaug et al., 1991;
Levin et al., 1997; Otterlei et al., 1999). Dieser Weg wird durch Pol B, oder
wesentlich haufiger durch die DNA-Polymerasen &6 und ¢ initiiert, die unter
Verdrangung des alten Stranges eine Neusynthese von 2 bis 8 Nukleotiden
durchfiihren. Der Uberhangende Strang wird durch die flap-Endonuklease (FEN1),
unter Beteiligung von Replikationsfaktor C (RFC) und PCNA (proliferationg cell
nuclear antigen), abgeschnitten (Klungland und Lindahl, 1997; Gary et al., 1999;
Nilsen und Krokan, 2001) und der Reparaturvorgang durch Schlielen des

verbleibenden Strangbruchs durch die DNA-Ligase | beendet.
Neben oxidativen DNA-Schaden werden von der BER auch DNA-

Einzelstrangbriche, die 3’ eine blockierende Gruppe (wie Phosphoglykolaldehyde
und Phosphoglykolate) haben, repariert (Von Sonntag, 1987; Demple und DeMott,
2002). Die intrinsische 3’-Phosphodiesteraseaktivitdt der APE1 ist dabei in der

Lage, die 3’-blockierende Gruppe der AP-Stelle zu entfernen.
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Die Erkennungsspektren ausgewahlter bakterieller und menschlicher DNA-

Reparaturendonukleasen sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

Tabelle 3: Erkennungsspektren einer Auswahl bakterieller und menschlicher DNA-
Glykosylasen (nach Epe, 1995; Gros et al., 2002; Bjelland und Seeberg, 2003;
Dizdaroglu, 2005).

Bakterielles Enzym Fpg Endo lll | Endo IV Exolll | T4EndoV | Endo VIl MutY®
Humanes funkt. a
Homolog hOgg1 | hNth - Ape1 - NEIL 1-3 | hMYH®
AP-Lé&sion
Regular + + + + + + -
1’-oxidiert - - + + - + -
4’-oxidiert + + + (+)° + + -
Basenmodifikation
8-Hydroxyguanin + - - - - - -
Fapy-Guanin + (+)° - - . + }
Fapy-Adenin (+)° + - - - + .
5,6-Dihydro- - + - - - + .
pyrimidine
Pyrimidindimere - - - - + - -
Adenin:8-oxoG - - - - - - +9

& anderer Name fiir Thymidinglykol-DNA-Glykosylase

® kein menschliches Homolog

¢ Erkennung benétigt sehr hohe Enzymkonzentrationen (200 Units/ml)
 hicht prozessiert von Endo Il

® nicht prozessiert von hOgg1

" mit 8-Hydroxyguanin fehlgepaartes Adenin wird entfernt

9 erzeugt keinen Einzelstrangbruch, sondern AP-Stelle

Da verschiedene Glykosylasen, wie in Tabelle 3 gezeigt, verschieden DNA-
Schaden erkennen und in Einzelstrangbriiche Uberfihren kénnen (gilt nicht fur
MutY und hMYH), sind sie wichtige Werkzeuge bei der qualitativen und
quantitativen Untersuchung von DNA-Schaden in der Alkalischen Elution (vgl.
4.2.3) und im DNA-Relaxationsassay (vgl. 4.2.6).

Die Funktion der beiden Enzyme OGG1 und MYH soll aufgrund ihrer Wichtigkeit
bei der Abwehr oxidativer DNA-Schaden naher in Kapitel 2.4.2.1 besprochen

werden.
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2.4.2.1 Reparaturenzyme fiir 8-Hydroxyguanin

Aufgrund des hohen mutagenen Potentials von 8-Hydroxyguanin gibt es
verschiedene Mechanismen, durch die die Zellen die Oxidationsprodukte des
Guanins entfernen konnen. Wie bedeutend diese Abwehrmechanismen zur
Wahrung der genomischen Integritat sind, spiegelt sich in deren Konservierung

wahrend der Evolution vom Prokaryonten bis zum Menschen wieder.
In E. coli:

Das Verteidungssystem von E. coli gegen 8-oxoG besteht aus den drei Proteinen
MutT, Fpg und MutY (Abbildung 9):

Mut T ist eine Nukleosidtriphosphatase, die im freien Nukleotidpool 8-oxoGTP zu
8-0xoGMP hydrolysiert, so dass 8-oxoG wahrend der Replikation oder Reparatur

nicht gegenltber Adenin eingebaut werden kann (Wallace, 2002).

Das Fpg Protein ist eine bifunktionelle Glykosylase, die eine AP-Lyase-Aktivitat
besitzt (Bailly et al., 1989; O'Connor et al., 1989). Neben 8-oxoG erkennt das
Enzym weitere oxidativ modifizierte Purine (Boiteux et al., 1990; Jurado et al.,
1998; D'Ham et al., 1999). Fur die Bindung an die DNA besitzt das Enzym am

carboxyterminalen Ende ein Zinkfingermotiv (Boiteux et al., 1987).

MutY ist eine monofunktionelle DNA-Glykosylase, die Adenin gegenlber 8-oxoG
entfernt (Michaels et al., 1990; Michaels et al., 1992). Die Spezifitdt des Enzyms
fur 8-oxoG wird durch den carboxyterminalen Teil bestimmt (Chmiel et al., 2001).
Ein Ablésen des Enzyms vom Substrat wird durch die Anwesenheit der AP-

Endonukleasen Nfo und Xth stark gesteigert (Pope et al., 2002).
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Abbildung 9:  Zusammenspiel von Fpg, MutT und MutY zur Entfernung von 8-oxoG aus dem
Genom von Escherichia coli (nach Grollman und Moriya, 1993).

Die groRe Bedeutung dieser drei Enzyme, bei der Bewahrung der Integritat der
DNA, wird deutlich bei Betrachtung der Phanotypen nach Inaktivierung der
entsprechenden Gene. Fpg defiziente E. coli zeigen keine Uberempfindlichkeit
gegenuber oxidativem Stress, aber eine leichte Erhéhung der Mutationsrate
(Cabrera et al., 1988; Michaels et al., 1992; Kuipers et al., 1999). Inaktiviert man in
den Bakterien zusatzlich das mutY-Gen, so kommt es zu einer drastisch erhohten
Mutationsrate, wobei das Mutationsspektrum hauptsachlich durch G:C zu T:A
Transversionen dominiert wird (Michaels et al., 1992; Kuipers et al., 2000). Dieser
Mutationstyp wird typischerweise durch 8-oxoG verursacht. Eine Inaktivierung des
mutT-Gens in E. coli fuhrt zu einem Stamm mit einem hohen Anteil an A:T zu C:G
Transversionen, die auf eine Fehlpaarung von A mit 8-oxoG zurlckzufuhren sind
(Schaaper, 1996).

In Sdugerzellen:

Ende der 90er gelang mehreren Arbeitsgruppen gleichzeitig die Klonierung des
humanen bzw. murinen Homologs der 8-Hydroxguanin-DNA-Glykosylase
(Aburatani et al., 1997; Arai et al., 1997; Bjoras et al., 1997; Lu et al., 1997,



Einleitung und Stand der Forschung 26

Radicella et al., 1997; Roldan-Arjona et al., 1997; Rosenquist et al., 1997; Tani et
al.,, 1998). Durch alternatives Splicing entstehen zwei verschiedene Proteine,
namlich das a—hOGG1 (345 Aminosauren) und B-hOGG1 (424 Aminosauren). Ein
Vergleich der Sequenz zeigte, dass die ersten 316 Aminosauren, die ein
mitochondrial target signal (MTS) enthalten, identisch sind, die beiden Formen
sich jedoch am carboxyterminalen Ende unterscheiden. Die a-Form tragt dort eine
nuclear localisation sequence (NLS) (Boiteux und Radicella, 1999; Boiteux und
Radicella, 2000). Dieser Befund konnte mittels immunohistochemischer Verfahren
bestatigt werden: die a-Form wird dank der NLS in den Kern und die B-Form in die
Mitochondrien geleitet (Takao et al., 1998; Boiteux und Radicella, 1999). Die
Sequenzanalyse zeigte auRerdem, dass das Ogg7-Gen ein hoch konserviertes
helix-hairpin-helix-Motiv besitzt. Diese Struktur ist charakteristisch fir DNA-
Glykosylasen/AP-Lyasen der Klasse Il (Nash et al., 1996). Mittels Northern-Blot-
Analyse konnte eine Expression des ogg7-Gens in allen untersuchten Geweben
nachgewiesen werden (Radicella et al., 1997; Rosenquist et al., 1997). Die
Analyse der Promotorstruktur des Gens zeigt, dass hOgg7 ein so genanntes
housekeeping gene ist (Dhenaut et al.,, 2000). Dennoch scheint die Expression
von OGG1 durch oxidativen Stress induzierbar zu sein (Lee et al., 1996; Rusyn et
al., 2000). Isoliertes hOgg1-Protein erkennt verschiedene DNA-Modifikationen:
8-o0x0G, Fapy-Guanin und AP-L&sionen, falls diese mit Cytosin gepaart vorliegen
(Dherin et al., 1999).

Beim Menschen konnten auch die zu mutT und mutY homologen Gene hMth1 und

hMyh nachgewiesen werden.

hMYH1 ist eine monofunktionelle Glykosylase, die Adenin aus der DNA entfernt,
falls diese mit 8-oxoG gepaart vorliegt. Das Enzym ist sowohl im Kern als auch in
den Mitochondrien lokalisiert (Ohtsubo et al., 2000; Nakabeppu, 2001).

hMTH1 ist im Kern und in den Mitochondrien lokalisiert (Kang et al., 1995) und
hydrolysiert dort oxidierte Purinnukleotidtriphosphate (Nakabeppu, 2001). Dadurch
wird der Einbau von oxidierten Purinbasen wahrend Replikation und Reparatur
verhindert. Die Bedeutung von MTH1 fur die Wahrung der genomischen Integritat
wird deutlich in Mth”-knockout-Mausen. Diese Tiere zeigen eine erhohte spontane

Tumorinzidenz (Tsuzuki et al., 2001).
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Homozygote Ogg71”-Mause zeigen in der Leber eine leichte Erhdéhung der
Mutationsfrequenz (Klungland et al., 1999) und eine leichte, altersabhangige
Erhdhung der Hintergrundspiegel oxidativer DNA Schaden (Osterod et al., 2001).
Es konnte jedoch keine Erhdohung der Krebsinzidenz in diesen Tieren
nachgewiesen werden. Dies ldsst vermuten, dass flr die Reparatur von 8-oxoG
bei Abwesenheit von OGG1 ein back-up-Reparaturmechanismus besteht, bei dem
die Nukleotidexcisionsreparatur und die transkriptionsgekoppelte Reparatur (vgl.

2.4.3) eine Rolle spielen konnten.

2.4.3 Nukleotidexcisionsreparatur und transkriptionsgekoppelte Reparatur

Durch die Nukleotidexcisionsreparatur (NER) werden DNA-Schaden repariert, die
zu Helix-Distortionen der DNA fihren. Zu diesen Schaden gehoéren durch
Sonnenlicht induzierte Pyrimidin-Dimere und DNA-Addukte (de Laat et al., 1999;
Friedberg, 2001; Ura und Hayes, 2002). Durch ihre Fahigkeit, eine gro3e Anzahl
an verschiedenen Modifikationen zu erkennen, ist sie das primare Abwehrsystem
gegen exogene Mutagene (Scharer, 2003). An diesem Prozess sind mindestens
25 verschiedenen Proteine beteiligt, darunter sieben Xeroderma Pigmentosum-
Proteine (XPA bis XPG) und zwei Faktoren, deren Mutation zum Cockayne
Syndrom  fihrt (CSA und CSB) (Costa et al, 2003). Die
Nukleotidexcisionsreparatur kann in zwei verschiedene Wege eingeteilt werden: (l)
Die Global genome NER (GGR) repariert transkribierte und nicht transkribierte
Regionen im Genom und (Il) die transkriptionsgekoppelte NER (TCR), die nur in
transkribierten Regionen nach Block der RNA Polymerase Il (RNA Polll) arbeitet
(Costa et al., 2003).

Die NER lasst sich formal in vier Schritte einteilen: (I) Erkennung des Schadens,
(I) ein Einschneiden des geschadigten Stranges in 3' und 5 Position zur
geschadigten Base, sowie (llI) DNA-Synthese und eine sich anschlieRende (1V)
Ligation (Wood, 1997; de Laat et al., 1999). Die Erkennung des Schadens erfolgt
initial durch einen XPC-HR23B-Komplex (human homolog of yeast RAD 23), was
zu einer Konformationsanderung der DNA fuhrt (Janicijevic et al., 2003).

AnschlieBend wird der aus mehreren Proteinen bestehende TFIIH-Komplex
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rekrutiert. Die Proteine XPB und XPD entwinden dabei die DNA, so dass die
Endonukleasen XPG und ERCC1-XPF, die einzelstrangige DNA 3’ bzw. 5’ neben
dem Schaden einschneiden, so dass ein Oligonukleotid mit einer Lange aus 24 bis
32 Basen entsteht (Winkler et al., 2001). Daraufhin findet komplementar zum
Gegenstrang die Reparatursynthese durch die Polymerasen & und ¢ statt. Danach
werden die DNA-Strange durch die DNA-Ligase | verschlossen (Costa et al.,
2003).

Der alternative Weg der transkriptionsgekoppelten Reparatur (TCR) bendtigt die
gleichen Proteine wie die GGR, jedoch erfolgt die Schadenserkennung nicht Gber
XPC, sondern Uber die Blockade der RNA-Polymerase |l (Tsutakawa und Cooper,
2000). Fur die Entfernung der RNA-Polymerase Il vom geschadigten Strang und
die Rekrutierung weiterer NER Proteine werden zusatzlich noch die beiden
Proteine CSA und CSB bendtigt (van den Boom et al., 2002; Costa et al., 2003;
Laine und Egly, 2006).

2.4.4 Postreplikative Reparatur (mismatch-Reparatur)

Die mismatch-Reparatur hat zur Aufgabe, falsch gepaarte Basen und
Insertionsschleifen postreplikativ aus dem Genom zu entfernen (Kolodner und
Marsischky, 1999; Friedberg, 2001; Marti et al., 2002). Dazu ist es wichtig,
zwischen dem alten Elternstrang und dem neu synthetisierten Tochterstrang zu
unterscheiden. Dies geschieht in E. coli durch Methylierung bestimmter Adenin-
Basen, die zeitlich verzdogert nach der Replikation erfolgt. Solange kann der
Tochterstrang an der fehlenden Methylierung erkannt werden. Die Proteine MutS,
MutH und MutL erkennen den mismatch, schneiden den neuen Strang ein und
ermoglichen somit dessen Reparatur durch weitere Proteine. Die Bedeutung der
mismatch-Reparatur (MMR) zur Wahrung der genomischen Integritat wird in
E. coli deutlich. Mutationen in mutS, mutH und mutL flihren zu

Mutatorphanotypen.

Im Menschen konnten Homologe der Bakterienproteine MutS (MSH) und MutL
(MLH) identifiziert werden (Kolodner und Marsischky, 1999). Mutationen in den

dazugehdrgen Genen fuhren aufgrund einer fehlerhaften MMR zu einer erhdéhten
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Pradisposition fur die Entwicklung von Tumoren (Narayan und Roy, 2003;
Peltomaki, 2003).

245 Reparatur mitochondrialer DNA Schaden

Von den oben beschriecbenen DNA-Reparaturmechanismen scheinen in
Mitochondrien nur die Basenexcisionsreparatur und die direkte Schadensreversion
bei der Beseitigung von DNA-Schaden eine Rolle zu spielen (Bogenhagen et al.,
2001; Dianov et al., 2001; Bohr, 2002; Mandauvilli et al., 2002; Larsen et al., 2005).
Bereits 1974 konnte gezeigt werden, dass Mitochondrien aus Saugerzellen keine
Thymidin-Dimere reparieren konnen, welche ein Substrat flir die NER darstellen
(Clayton et al., 1974). Dieser Befund, dass in Saugermitochondrien keine NER
ablauft, wurde in spateren Arbeiten bestatigt (LeDoux et al., 1992; Pascucci et al.,
1997). Im Gegensatz dazu ist die BER in Mitochondrien relativ gut beschrieben.
Die Reparatur wird auch hier durch eine DNA-Glykosylase wie OGG1 initiiert. Wie
in Kapitel 2.4.2.1 beschrieben, gibt es fir OGG1 zwei verschiedene Splicing-
Varianten, von denen B-OGG1 in der mitochondrialen Matrix nachgewiesen
werden konnte (Nishioka et al., 1999).

Ein kompletter Ausfall des Ogg7-Gens in Mitochondrien ist offenbar weniger gut
kompensierbar als im Zellkern (de Souza-Pinto et al., 2001a). De Souza-
Pinto et al. fanden mittels Hochleistungsflissigkeitschromatographie (HPLC) in
Ogg1”-Mausen einen elffach erhohten Spiegel an 8-0xoG in mtDNA, im Vergleich
zu den entsprechenden Wildtyp-Kontrolltieren. Demgegentiber war der 8-oxoG
Gehalt in der Kern-DNA von Ogg7”-Tieren im Vergleich zum Wildtyp nur um den
Faktor 2 erhéht. Dies kdnnte auf eine fehlende backup-Reparatur in Mitochondrien

im Vergleich zum Zellkern hindeuten.

Mit zunehmendem Alter nimmt die 8-oxoG-Reparaturkapazitat im Zellkern von
Mausehepatozyten leicht ab, in den entsprechenden Mitochondrien jedoch zu (de
Souza-Pinto et al., 2001b). Moglicherweise ist diese altersabhangige Zunahme der
Reparaturaktivitat eine zelluldare Antwort auf den Anstieg oxidativer
mtDNA-Schaden (Bohr und Dianov, 1999).
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Spontane oder als Reparaturintermediate auftretende AP-Lasionen werden auch
in mitochondrialer DNA durch die AP-Endonuclease (APE) prozessiert. Das
Vorkommen von APE in Mitochondrien konnte enzymatisch (Tomkinson et al.,
1988) und mittels Immunofluoreszenz (Tell et al., 2001; Tsuchimoto et al., 2001)

nachgewiesen werden.

In Mitochondrien werden die Aufgaben der nur im Kern vorkommenden
Polymerase 3 durch Polymerase y (Pol y) ersetzt (Larsen et al., 2005). Da Pol y
die einzige in den Mitochondrien vorkommende Polymerase ist, kann ein
oxidativer Angriff durch ROS und eine daraus resultierende Inaktivierung zu einem
Verlust der genomischen Integritat beitragen (Graziewicz et al., 2002), was
letztendlich zu einem Teufelskreis der ROS-Produktion flihren kann (Yakes und
Van Houten, 1997).

Um die BER in den Mitochondrien zu beenden, schlie3t die DNA-Ligase Il (LIG3)
den noch offenen DNA-Strang. Durch Sequenzanalyse des humanen LIG3 Gens
konnte gezeigt werden, dass eine Splicing-Variante ein MTS besitzt
(Lakshmipathy und Campbell, 1999).

8-o0xo0G:A Mispaarungen, die wahrend der Replikation durch einen Fehleinbau von
Adenin gegenuber 8-oxoG entstehen, kénnen wie im Kern auch in den
Mitochondrien durch das MutY-Homolog (MYH) Kkorrigiert werden. Die
Identifizierung von MYH-Protein in den Mitochondrien gelang durch Untersuchung

des mitochondrialen Proteoms (Cotter et al., 2004).

2.4.6 Die Rolle ausgewahlter Hilfsproteine bei der DNA-Reparatur

Aufgrund der vielfaltigen und komplexen Funktionen der DNA-Reparaturproteine
Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 und des Cockayne Syndrom B Proteins sollen

diese Proteine im Folgenden (vgl. 2.4.6.1 und 2.4.6.2) naher beschrieben werden.
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2.4.6.1 Cockayne Syndrom B Protein

Das menschliche Cockayne Syndrom B Protein (CSB) besteht aus 1493
Aminosauren und besitzt eine Masse von 168 kDa. Das Protein gehort zur Familie
der SWI2/SNF2-Proteine, die sieben Helikase-Motive, eine Region, die reich an
sauren Aminosauren ist und zwei nukleare Lokalisationssequenzen (NLS)
besitzen (Licht et al., 2003). Ein Ausfall des fur das CSB-Protein kodierenden
Gens fuhrt beim Menschen zu einer als Cockayne Syndrom (CS) bezeichneten
Erkrankung, die klinisch folgendermalfien in Erscheinung tritt: Die Patienten leiden
unter schweren neurologischen Stérungen und einer gestorten physischen
Entwicklung, manifestiert in kachektischem Zwergenwuchs, Mikroenzephalie und
einer gestorten Skelettentwicklung (Nance und Berry, 1992; Licht et al., 2003).
Zusatzlich leiden die Patienten aufgrund eines  Ausfalls  der
transkriptionsgekoppelten Reparatur (vgl. 2.4.3) an einer erhéhten Empfindlichkeit
gegentber UV-Licht (Rapin et al., 2000; Spivak, 2004).

Das CSB-Protein scheint au3er an der transkriptionsgekoppelten Reparatur (Le
Page et al., 2000; Svejstrup, 2002; Licht et al., 2003) auch an der globalen
Reparatur von 8-oxoG beteiligt zu sein. Osterod et al. (2002) konnten zeigen, dass
die Reparatur von 8-oxoG in Csb”-Mausembryofibroblasten verlangsamt ablauft.
Das CSB-Protein ist mdglicherweise beteiligt an einer back-up-Reparatur von
8-0x0G bei einem Ausfall des OGG1-Proteins. Es wurde gezeigt, dass 8-oxoG in
Lebern von Csb”/Ogg1”’-Mausen starker akkumuliert als in Ogg7”’-Mausen,
wohingegen in Csb”-Mausen keine Akkumulation von DNA-Schaden festgestellt
werden konnte (Osterod et al., 2002).

Auch hier ist die Datenlage luckenhaft und die genauen Mechanismen dieser

back-up-Reparatur, sowie die Rolle moglicher Interaktionspartner nicht geklart.

2.4.6.2 Poly(ADP-Ribose)-Polymerase

Poly(ADP-Ribose)-Polymerasen gehdren zu einer Familie von Proteinen, die den
Transfer von ADP-Ribose-Molekiilen von NAD" auf Zielproteine katalysieren. Die

am besten untersuchte PARP 1 ist ein nukleares Protein, das an DNA-Einzel- und
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DNA-Doppelstrangbriche binden kann. Durch diese Bindung an die DNA wird
PARP 1 aktiviert und heftet folglich Poly(ADP-Ribose)-Reste an Histone (Althaus
et al., 1994) und nicht Histon-Proteine (Pleschke et al., 2000), die u.a. an der
DNA-Reparatur beteiligt sind und an sich selbst. Durch diese Automodifikation
wird die katalytische Aktivitat der PARP 1 beendet und diese dissoziiert von der
DNA ab (Shall und de Murcia, 2000; Ziegler und Oei, 2001; Burkle et al., 2005).
Eine Aktivierung der PARP 1 durch DNA-Einzelstrangbriche, die, wie in 2.4.2
beschrieben, auch als Reparaturintermediate auftreten kdnnen, lasst eine Rolle
dieses Enzyms bei der DNA-Reparatur vermuten. Es konnte tatsachlich in
Arbeiten, an denen auch unsere Arbeitsgruppe beteiligt war, gezeigt werden, dass
PARP 1 die Reparatur von DNA-Einzelstrangbrichen, oxidativen DNA-
Modifikationen (BER) und Pyrimidindimeren (GGR) beschleunigt (Dantzer et al.,
2000; Flohr et al., 2003). Die Beschleunigung der Reparatur oxidativer DNA-
Modifikationen scheint an ein funktionelles CSB-Protein gekoppelt zu sein (Flohr
et al., 2003). Die genaue Rolle der PARP 1 bei der DNA-Reparatur in vivo ist

jedoch bisher weitgehend ungeklart.
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3 ZIELSETZUNG

Im Rahmen dieser Arbeit sollte untersucht werden, welche Rolle reaktive
Sauerstoffspezies und dadurch generierte oxidative DNA-Modifikationen bei der
Krebsentstehung spielen. Experimentelle Beweise fur die Theorie, dass oxidative
DNA-Modifikationen einen wichtigen Beitrag bei der Kanzerogenese spielen,
sollten durch eine Modulation der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden
erhalten werden und ein Beobachten der daraus resultierenden Auswirkungen,

insbesondere bezlglich Mutationsfrequenz und Krebsinzidenz.

Da ein Grossteil der reaktiven Sauerstoffspezies endogen im Korper von diversen
Zellorganellen produziert werden (vgl. 2.1.1), sollte zuerst untersucht werden,
welchen Beitrag Mitochondrien und Peroxisomen zu den Hintergrundspiegeln

oxidativer DNA-Modifikationen leisten.

Im Fall der Mitochondrien sollten verschiedene oxidative DNA-Schaden in
mitochondrialer DNA altersabhéngig in Wildtyp, Csb”-, Ogg1”- und Csb”/0gg1”-
Mausen mit Hilfe eines DNA-Relaxationsassay bestimmt werden. Durch die
Analyse der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen in den
verschiedenen Genotypen sollte abgeleitet werden, welche Rolle das OGG1- und

das CSB-Protein bei der Reparatur mitochondrialer DNA-Schaden spielt.

Zur Untersuchung der Frage, welchen Beitrag Peroxisomen 2zu den
Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-Modifikationen leisten, sollte die Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies in Peroxisomen durch den Peroxisomenproliferator
WY-14,643 in Wildtyp- und reparaturdefizienten Csb”/Ogg1”-Mausen stimuliert
und anschlieRend die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen in frisch
isolierten Hepatozyten dieser Tiere untersucht werden. Untersuchungen zur
Mutagenitat von WY-14,643 in Mauselebern in vivo, sowie die Bestimmung
diverser PP-induzierter Parameter in vivo sollten eine Aussage Uuber den
Mechanismus der Peroxisomenproliferator-induzierten Kanzerogenese in Nagern

erlauben.

Neben der Induktion oxidativer DNA-Schaden konnte auch ein Ausfall spezifischer
DNA-Reparaturwege und eine daraus resultierende Erhdhung der oxidativen

DNA-Modifikationen eine Rolle bei der Krebsentstehung spielen. Daher sollte
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anknipfend an bisherige Erkenntnisse die Rolle des Cockayne Syndrom B
Proteins und der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 bei der Basenexcisions-
reparatur untersucht werden. Zur experimentellen Untersuchung sollten dazu
durch verschiedene Kreuzungsschritte Mausgenotypen generiert werden, die
einerseits einen Defekt der Reparaturproteine CSB und / oder OGG1 zeigen und
andererseits ein bakterielles Jacl-Gen (BigBlue®-Mause) tragen. In diesen
transgenen-knockout-Mausen sollten Mutationen in der Leber und im
Lungengewebe als Zeichen flr eine genomische Instabilitdt nachgewiesen
werden. Aus diesen Befunden sollte auch die Rolle des CSB-Proteins bei der
back-up-Reparatur von oxidativen DNA-Schaden in Ogg7-defizienten Mausen
abgeleitet werden. Die Korrelation der gefundenen Mutationen in den Lebern
dieser Tiere mit der Anzahl der oxidativen Basenmodifikationen sollte eine
Aussage Uber das mutagene Potential von 8-0xoG in vivo erlauben. Ferner sollten
die gefundenen Ergebnisse zur Bedeutung des CSB-Proteins bei der Reparatur
oxidativer Basenmodifikationen mit Hilfe einer humanen Zelllinie, die infolge einer

Mutation nur ein verkurztes CSB-Protein exprimiert, weiter charakterisiert werden.

Zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung der Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase 1 bei einer OGG1-unabhangigen back-up-Reparatur sollten die
Hintergrundspiegel an oxidativen DNA-Modifikationen in primaren Hepatozyten
von Parp1'/'/Ogg1'/'—Méusen und den entsprechenden Kontrolltieren untersucht

werden.

Um letztendlich die Frage zu klaren, welchen Beitrag endogene oxidative DNA-
Schaden bei der Krebsentstehung spielen, wurden Csb”/0Ogg1”-Mause, die einen
erhdhten Hintergrundspiegel an oxidativen DNA-Modifikationen in der Leber
tragen und die entsprechenden Wildtyp-Kontrolltiere mit dem leberspezifischen
Promoter und Peroxisomenproliferator WY-14,643 behandelt und die Entstehung
von enzymveranderten Lasionen, die als Tumorvorstufen angesehen werden

kdnnen, in Leberschnitten dieser Mause untersucht.

Aus den erhaltenen Daten sollten Abschatzungen ermdglicht werden, in welchem
Malke eine gestorte Reparatur oxidativer DNA-Modifikationen und ein daraus
resultierender veranderter Hintergrundspiegel an oxidativen DNA-Modifikationen

zu einem erhohten Krebsrisiko in Saugern beitragt.
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4 MATERIAL UND METHODEN

4.1 Material

411 Gerite

Analysenwaage
Brutschrank (Bakterien)

Brutschranke (Zellkultur)

Coulter Counter

Destillations-Apparatur

Fluoreszenz-Mikroskop

Fluorimeter

Folienschweillgerat

Fraktionssammler

Gefrierschrank (-20°C)
Gefrierschrank (-70°C)
Gelapparatur

Gel-Dokumentationssystem

Gewebehomogenisator
Halogenlampe (1000 W)

Heizblock

Kuhlzentrifuge

Laboratoriumshomogenisator

Lichtmikroskop
Lichttisch

AG 245, max. 210g (Mettler Toledo, Schweiz)
Kelvitron E, B6200 (Heraeus Instruments,
Hanau)

COs-Inkubator BB16, BB6060 O und Hera-
Cell (Heraeus Instruments, Hanau)

Modell N Industry (Coulter Electronics LTD,
Beds., England)

Destamat® (Heraeus, Hanau)

(Zeiss, Oberkochen) Filter 46 63 01-9901 und
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Bensheim,
mit Filtersystem

TKO 100, DNA Fluorimeter (Hoefer Scientific
Instruments, San Francisco, USA)

Typ. 255 (Fa. Schott)

Ultrorac 2070 Il (Pharmacia / LKB, Uppsala,
Schweden) und MM 10, Neolab 4 mit
Zeitnehmer SM 999 (Neolab, Heidelberg)

KG 3666-23 (Liebherr)

Colora UF 85-300S (Colora, Lorch)
PerfectBlue™ Gelsystem Mini M (Peqlab,
Erlangen)

BioRad Gel Doc 1000 + Molecular Analyst®
(v 2.1, 1995, BioRad Laboratories, Hercules,
CA, USA)

Wheaton Dounce Tissue Grinder, VWR
Osram SLG 1000-Studio (Osram, Minchen) mit
Flecta Halogen Mini-Brenner (Reflekta)
Thermoblock-Thermostat (Gebr. Liebisch,
Bielefeld)

Sorvall Superspeed RC2-B (Sorvall, Conn.,
USA)

Potter S (B. Braun Biotech International GmbH,
Melsungen)

Telaval 31 (Zeiss, Oberkochen)

Gesellschaft fur Laborbedarf mbH, Wirzburg
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Magnetrihrer

Mikrowelle

Multipette

Peristaltikpumpe

pH-Meter

Phosphorimager

Pipetten

Pipettierhilfe

Rotoren fur Kihlzentrifuge
Rotoren fur UZ

Schuttelinkubator (Bakterien)

Spannungsquelle (Protein- /DNA-Gele)
Spektralphotometer

Sterile Werkbank

Thermostat fir Haake W19
Tischschuttler

Trockenschrank

Ultraschallbad

Ultraschall-Homogenisator

Ultrazentrifuge (UZ)

Vortexer

Waage

Wasserbad (heizbar bis 100°C)

Wasserbad

lkamag RET-G (lka-Werk, Janke &Kunkel
GmbH & Co KG, Staufen i. Br.)

Micromat 175 Z (AEG) und Dimension 4
(Panasonic Service, Wiesbaden)

Eppendorf GmbH, Hamburg

ISM 759 (20 Kanale), (Ismatec
Laboratoriumstechnik, mit Schlduchen,
Schweiz)

PHM 62 (Radiometer, Kopenhagen, Danemark)
Storm (Molecular Dynamics, Sunnyvale, CA ,
USA)

Pipetman P 20, P 100, P 200, P 1000, P 5000
P 10000 (Gilson, Frankreich)

Pipetus-akku (Hirschmann® Laborgerate,
Eberstadt)

SS-34, GS-3 (Sorvall, New.t.on, Conn., USA)
Ti 60, VTi 50 (Beckman Instruments, Palo Alto,
Kalifornien, USA)

TH25/SM25 Digi (Edmund Blhler,
Bodelshausen)

Power PAC- 3000 (BioRad, Hercules, USA)
WPA Biowave, S 2100 (Whatman Biometra,
Géttingen)

Lamin Air® HB 2472 und HB 2448 (Heraeus
Instruments GmbH, Hanau)

Haake D8 (Haake, Karlsruhe)

GFL 3015 (Gesellschaft fur Labortechnik mbH,
Burgwedel)

Heraeus Instruments, Hanau

RK 100 (Bandelin electronic, Berlin)
SONOPULS; HD 70 mit Sonotrode MS 73 und
(Sonifier) HF-Generator GM 70 (70 W, 20 kHz)
(Bachofer, Reutlingen)

Optima LE-80K (Beckman Instruments, Palo
Alto, Kalifornien, USA)

Vortex Genie 2, Model G-560E (Scientific
Industries, INC, Bohemia, N.Y., USA)

PB 3002, Delta Range, max. 3100g (Mettler
Toledo, Schweiz)

Koéttermann Type 3042 (Koéttermann GmbH &
Co, Uetze-Hanigsen, Deutschland)

Haake K, Haake LH mit Kaltethermostat Haake
F3 (Haake, Karlsruhe)
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Zahlkammer
Zentrifugen

Zytozentrifuge

4.1.2 Hilfsmaterialien & Kits

Dialyseschlauche

DNeasy® MiniKit
Einmalpipetten, steril
Filter (Alkal. Elution)

Filterhalter (Alkal. Elution)
GFX™ PCR DNA and Gel Purification Kit
Glaspipetten (Zellkultur)
Impfschlingen
Infusionsset mit Fligelkanile
0,8 x 20 mm
Kulturréhrchen PP, steril
Objekttrager
Pasteurpipetten
Plastikkleinwaren
Plastikspitzen (Einweg)
Prifdiat (Mause) + WY-14,643
QlAshredder®
RecoverEase™ DNA Isolation Kit
RNeasy® MiniKit
Screeningplatten
Spritzen (Alkal. Elution)
Sterilfilter, 0,22 + 0,44 ym
Transpack® Packaging Extract
Zellkulturflaschen
Zellsieb, 100um
Zentrifugenréhrchen, Corex
Zentrifugenrdhrchen, Plastik
Zuchtdiat (Mause), Standard

Neubauer Kammer (Marienfeld, Deutschland)
Hettich Micro Rapid/K und Hettich
Universal/K2S (Hettich, Tuttlingen), Biofuge
28RS und Sigma 3K-2 (Heraeus Instruments
GmbH, Osterode am Harz, Deutschland)
Cytospin 3 (Shandon, Astmoor, England)

Spectra Por (Spectrum Medical Ind., Los
Angeles, CA, USA)

QIAGEN, Hilden

Hartenstein, Wiirzburg

Isopore Membranfilter, 2 ym, &: 25 mm,
(Millipore, Schwalbach)

Swinnex SX 2500 (Millipore, Schwalbach)
Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
Hartenstein GmbH, Wirzburg

Hartenstein GmbH, Wirzburg

Becton Dickinson, Heidelberg

Hartenstein GmbH, Wirzburg
Hartenstein GmbH, Wirzburg
Hartenstein GmbH, Wirzburg
Eppendorf, Hamburg
Hartenstein GmbH, Wirzburg
Altromin, Lage

QIAGEN, Hilden

Stratagene, Heidelberg
QIAGEN, Hilden

Nunc, Wiesbaden

Becton Dickinson, Heidelberg
Schleicher & Schiill, Dassel
Stratagene, Heidelberg
Greiner Bio-One GmbH, Essen
Becton Dickinson, Heidelberg
Hartenstein GmbH, Wirzburg
Greiner Bio-One GmbH, Essen
Altromin, Lage
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4.1.3 Chemikalien

Acrylamid/Bisacrylamid
Agarose (Typ |, low EEO)
Aktivkohle

Ammoniumchlorid
Ammoniumdihydrogenphosphat
Ammoniumperoxodisulfat
Ampicillin

Bacto-Agar

Bacto-Trypton (Pepton)

Biorad-Farbstoffkonzentrat
Bisbenzimid (Hoechst Nr. 33258)
Bromphenolblau

Calciumchlorid x 2 HoO

Carbogen (95% O,, 5% CO,)

Casein-Pepton

Chloroform

DAPI

Dextran-Natriumsalz

D-Glucose x 1 HoO

di-Kaliumhydrogenphosphat x 3 HoO

di-Natriumhydrogenphosphat x 2 HoO

Dithioerythritol

DL-Buthioninsulfoximin

DMEM Medium high Glucose

DMSO (Dimethylsulfoxid)

DNA-Marker Nr. Il + VI

EDTA (Ethylendiamintetraessigsaure)

EGTA (Ethylenglycol-bis(B-amino-
ethylether)-N,N,N',N'-
tetraessigsaure

Eichlésungen Puffer (pH 5, 7, 8, 10, 11)

Eindeckmittel EDL-2
Essigsaure

Ethanol, absolut
Ethidiumbromid

Roth, Karlsruhe (Rotiphorese Gel 30®)
Sigma Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Difco Becton Dickinson, Le Pont de Claix,
Frankreich

Gibco BRL, Life Technologies GmbH,
Karlsruhe

BioRad, Hercules, CA, USA

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Linde, Hoéllriegelskreuth

Gibco BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim

Pharmacia Upjohn GmbH, Danemark

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich,Steinheim

PAA, Cdlbe

Sigma Aldrich, Steinheim
Roche Biosciences, Mannheim
Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim

Merck, Darmstadt

Linaris, Bettingen am Main
Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe
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Formamid 90%

Gelatine

Glutathion (Glu-Cys-Gly)

Glycin

Glycerol

Harnstoff

Hefeextrakt

Heparin, 5000 I.E

HEPES ([N-2-Hydroxyethyl]-piperazin-N"-
[2-ethansulfonsaure])

Insulin (1-5500)

Isofluran (Forene®)

Isopropanol

Isopropyl-p-D-thiogalactopyranosid (IPTG)

Isoton II-Lésung

Kélberserum, fotales

Kaliumacetat

Kaliumchlorid

Kaliumdihydrogenphosphat

Kaliumhydroxid

Kohlendioxid (CO,)

L-Alanin

L-Arginin

L-Asparagin

L-Asparaginsaure

L-Citrullin

L-Cystein

L-Glutamin

L-Glutaminsaure

L-Histidin

L-Isoleucin

L-Leucin

L-Lysin

L-Methionin

L-Ornithin

L-Phenylalanin

L-Prolin

L-Serin

L-Threonin

L-Tryptophan

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim

Gibco BRL Life Technologies GmbH, Karlsruhe

Ratiopharm, Ulm
Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim
Baxter, Miinchen

Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
Beckman Coulter, Krefeld
PAA, Colbe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Linde, Hollriegelskreuth
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
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L-Tyrosin Sigma Aldrich, Steinheim
L-Valin Sigma Aldrich, Steinheim

Magnesiumchlorid x 6 HoO
Magnesiumsulfat x 7 HoO

Maltose
N,N,N",N’-Tetramethylethylendiamin
NADPH, Tetranatriumsalz
Natriumacetat

Natriumcarbonat

Natriumchlorid

Natriumdodecylsulfat (SDS)
Natriumhydrogencarbonat

Natriumhydrogenphosphat x 1 HoO

Natriumhydroxid
Nutrient broth

Penicillin/Streptomycin-Lésung
Phenol

Ponceau S
Rinderserumalbumin (BSA)
Ro 19-8022

Salzsaure 25%, 37%
Schwefelsdure 96%

Stickstoff, flissig

Tetraethylammoniumhydroxid (TEAH)

Tris-HCI

Triton X-100
Trypanblau-L6sung 0,4%
Trypsin /EDTA-L&sung

414 Enzyme

Antipain

Aprotinin

CollagenaseTyp IA, (C 5138)
DNase | (D 5025)

Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Sigma Aldrich, Steinheim
BioRad, Hercules, USA
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Sigma Aldrich, Steinheim
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Difco Becton Dickinson, Le Pont de Claix,
Frankreich

PAA, Colbe

Sigma Aldrich, Steinheim

Sigma Aldrich, Steinheim

Roth, Karlsruhe

Hoffmann-La Roche AG, Basel, Schweiz
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Linde, Hollriegelskreuth

Merck, Darmstadt

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
PAA, Cdlbe

Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich, Steinheim
Sigma Aldrich,Steinheim
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Endonuklease Il

Endonuklease IV

Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase (rein)

Formamidopyrimidin-DNA-Glykosylase
(Rohextrakt)

Glutathionreduktase

Leupeptin, Trifluoracetat
MutY-Protein

Pfu Turbo DNA Polymerase
Proteinase K

Reverse Transkripase Omniscript®
Ribonuclease A (RNase A)
Taq DNA Polymerase

41.5 DNA

mtDNA

PM2-Plasmid-DNA

Kalbsthymus-DNA

4.1.6 Oligonukleotide

zur Verfugung gestellt von S. Boiteux (CEA,
Département de Radiobiologie et
Radiopathologie, UMR217 CNRS/CEA, F-
92265 Fontenay-aux-Roses, Frankreich).
zur Verfiigung gestellt von B. Demple (Harvard
University Cambridge, USA).

aus E. coli; zur Verfugung gestellt von

S. Boiteux.

aus E. coli; hergestellt von M. Osterod
(Boiteux et al., 1990).

Boehringer Mannheim, Mannheim

Sigma Aldrich, Steinheim

aus E. coli; zur Verfligung gestellt von S. Lloyd
(Center for Research on Occupational and
Environmental Toxicology, Oregon Health &
Science University/ CROET, USA)
Stratagene, Heidelberg

lyophylisiert, aus Tritirachium album (Roth,
Karlsruhe)

Qiagen, Hilden

Sigma Aldrich, Steinheim

Peqlab, Erlangen

Grofde: 16295 bp; mitochondriale DNA aus
Mauselebern; eigene Praparation nach (Hegler
et al., 1993); vgl. Kapitel 4.2.6.2.

GroRe: 10000 bp; DNA des Bakteriophagen
PM2; Praparation nach Salditt (Salditt et al.,
1972) von Ina Schulz, Mainz

Serva, Heidelberg

Die eingesetzten Oligonukleotide wurden von den Firmen MWG-Biotech (Ebersberg) und Operon

Biotechnologies (Kdln) bezogen. Vor erstmaliger Verwendung wurde von den PCR-Primern eine

Stammldsung mit 25 pmol/ul erstellt, die Lésung aliquotiert und anschlieRend bei -20 °C gelagert.

B-actin fw

5-CTAGAA GCATTT GCG GTG GAC GAT GGA GGG
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B-actin rw
ACOX1 for
ACOX1 rev

Cleavage_8oxoG

Cleavage A
Cleavage_C
OGG for MM
OGG rev WT MM
OGG rev KO MM
CSB for WT MM
CSB for KO MM
CSB rev WT MM
GAPDH for
GAPDH rev

Lac 1

Lac 2

Lac 3

Lac4

LACI for

LACI Primer #1A
LACI rev

PPAR for

PPAR rev

4.1.7 Zelllinien

5-TGA CGG GGT CAC CCA CAC TGT GCC CAT CTA
5-TGC CGA GCC AGC GTATCC

5-CAC AGC GTT GGG GCG AGT CA

5-GGC TTC ATC GTT GTC (8oxoG)CA GAC CTG GTG GAT
ACCG

5-CGG TAT CCA CCA GGT CTG AGA CAACGATGAAGC C
5-CGG TAT CCA CGA GGT CTG CGA CAACGATGAAGC C
5-ATG AGG ACC AAG CTA GGT GAC

5-GCC TCA CAATCA ACT TAT CCC

5-ATC TGC GTG TTC GAATTC GCC AAT

5-GCT GCT TAT AAT AAT CCT CATCTCC

5-ATC TGC GTG TTC GAATTC GCC AAT G

5-GTC TTC TGATGA CGT TAG CTATGA G

5-CGT CTT CAC CAC CAT GGA GA

5-CGG CCATCACGC CACAGTTT

5-CGC AGC TAA AAA CAC TAC GA

5-GCC GCT ACC GCC TCG AC

5-AGA CCT GCG TAA CCC AG

5-GAG AGA GTC CCG GTC CG

5-GTATTACCG CCATGC ATACTAG

5-GCG TCGATTTTT GTG ATG CT

5-CGT AAT CAT GGT CGT CATAGC TGT T

5-CTC CGA GGG CTC TGT CATC

5-ACA TGC ACT GGC AGC AGT GGA

Alle fur diese Arbeit verwendeten Zelllinien wachsen adharent als Monolayer. Die

verwendeten Kulturmedien sind in Abschnitt 4.1.10.1 angegeben.

F11.1

Spontan immortalisierte Mausembryo-Fibroblasten aus Wildtyp-Mausen. Die

Zellen wurden von D. Barnes (Imperial Cancer Research Fund, Clare Hall

Laboratories, South Mimms, UK) erhalten. Die Verdopplungszeit betragt etwa 21

Stunden.
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H4IIE
Hepatomzelllinie der Ratte, erhalten von H.-J. Schmitz (Lebensmittelchemie und
Umwelttoxikolgie, Technische Universitat Kaiserslautern). Die Verdopplungszeit

betragt etwa 27 Stunden.

HEPA 1
Hepatomzelllinie der Maus, erhalten von H.-J. Schmitz (Lebensmittelchemie und
Umwelttoxikolgie, Technische Universitat Kaiserslautern). Die Verdopplungszeit

betragt etwa 31 Stunden.

UVS1KOSV

Humane Zelllinie die eine C:G zu T:A Mutation an Position 308 des CSB-Gens
besitzt. Da das entsprechende Basentriplett (TGA) nun als Stopcodon fungiert,
wird nur ein verkirztes CSB-Protein mit 76 Aminosauren gebildet (Horibata et al.,
2004). Die Zellen wurden zur Verfugung gestellt von K. Tanaka (Laboratories of
Organismal Biosystems, Graduate School of Frontier Biosciences, Osaka

University, Japan).

HA-CSB/UV®1KOSV

Humane Zellinie UVS1KOSV, die stabil mit humaner wildtyp-CSB-cDNA
transfiziert wurde (Horibata et al., 2004). Die Zellen wurden zur Verfligung gestellt
von K. Tanaka (Laboratories of Organismal Biosystems, Graduate School of

Frontier Biosciences, Osaka University, Japan).

4.1.8 Bakterien

Escherichia coli SCS-8
E. Coli Stamm der Firma Stratagene, der so verandert, dass er nur den p-Teil der
B-Galaktosidase exprimiert und somit fur den BigBIue®—Mutations-Assay

eingesetzt werden kann.
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4.1.9 Mause

Samtliche Tiere wurden in den Tierhaltungen der Universitat Mainz unter einem 12
Stunden dauernden Tag- / Nachtrhythmus bei 22,5 + 2,5°C und einer relativen
Luftfeuchtigkeit zwischen 40-70% gehalten. Wenn nicht anders angegeben,
wurden die Tiere mit einer Standardzuchtdiat und Wasser ad libitum durch die

Tierpfleger der ZVTE versorgt.

BigBlue®-Miuse

Transgene mannliche BigBIue®—Méuse wurden im Alter von 2 Monaten uber die
Firma Taconic (Germantown, USA) bezogen. Diese Mause tragen auf
Chromosom 4 ein Transgen (vgl. 4.2.5.1) und besitzen ansonsten einen C57BL/6

Hintergrund.

C57BL/6 (Wildtyp)
Die Tiere wurden in regelmafRigen Abstanden von Charles-River (Sulzfeld,
Deutschland) bezogen und in der Produktionszucht der ZVTE der Universitat

Mainz unter SPF-Bedingungen gehalten und vermehrt.

Csb”/0gg”-Miuse
Die Tiere wurden durch Kreuzung von Ogg”-knockout- mit Csb”-knockout-
Mausen von A. Klungland (Department of Molecular Biology, The National

Hospital, University of Oslo, Oslo, Norwegen) generiert (Osterod et al., 2002).

Diverse Csb/Ogg/Blue-Mause

Zu Mutationsanalysen wurden durch Kreuzung von BigBIue®—Méusen mit
Csb”0gg1”-Mausen diverse Csb/Ogg/Blue-Mausgenotypen generiert (vgl. Kapitel
4.2.2.1). Tiere aus diesen Kreuzungsschritten, die das lac/l-Gen nicht trugen,

wurden teilweise zur Analyse von mitochondrialen DNA-Schaden eingesetzt.

Parp1”-Miuse

Parp1”-knockout-Tiere wurden von Gilbert de Murcia (Ecole Supérieure de
Biotechnologie de Strasbourg, lllkirch, Frankreich) generiert (de Murcia et al.,
1997).
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Parp1’/0gg1”-Mause

Die Tiere wurden durch Kreuzung von Ogg1'/'- mit Parp1

“.M3usen von

A. Klungland (Department of Molecular Biology, The National Hospital, University

of Oslo, Oslo, Norwegen) generiert.

4.1.10 Verwendete Puffer, Losungen und Medien

4.1.10.1 Zellkultur

PBSCMF (pH 7,5)

Kulturmedium fir F11.1

Kulturmedium fur H411E

Kulturmedium fir HEPA1

Kulturmedium fiir humane UV° Fibroblasten

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

8,3 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,

DMEM (4,5 g/l Glucose)

15% FCS

1% Penecillin/Streptomycin-Lsg.
(100 U/ml, 100 pg/ml)

MEM

2mM L-Glutamin

1% Penecillin/Streptomycin-Lsg.
10% FCS

DMEM

4mM L-Glutamin

10% FCS

1% Penecillin/Streptomycin-Lsg.

DMEM (4,5 g/l Glucose)

10% FCS

1% Penecillin/Streptomycin-Lsg.
(100 U/ml, 100 pg/ml)
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4.1.10.2 Glutathion-Depletion und Glutathion-Gehalt

tert.-Buthioninsulfoximin-Stammldsung
(10 mM, frisch angesetzt)
tert.-Buthioninsulfoximin-Vorverdiinnung

(1 mM, frisch angesetzt, sterilfiltriert)

TCA-Puffer

Phosphat/EDTA-Puffer (pH 7,5)

(autoklaviert)

Phosphat/NADPH-LAsung

DTNB-Reagenz

Glutathion-Standardlésung

(frisch angesetzt)

41.10.3 Typisierung von Mausen

Lysel6sung:

33,5 mg in 15 ml Vollimedium gel6st

1:10-Verdlnnung der Stammldsung
(10mM) in Vollmedium

5 ml 20%ige Trichloressigsaure
40 pl EDTA (0,5 M)

2 mlHCI (1 N)

Ad 60 ml mit H,O dest

7,98 g Na,HPO,
0,86 g NaH,PO,
1,18 g Na,EDTA
Ad 500 ml mit H,O dest

0,3 mM Nas,NADPH

6 mM DNTB in Phosphat/EDTA-Puffer

20 mM Glutathion (reduziert) in
Phosphat/EDTA-Puffer

10 ml Tris HCI (pH 8)

40 ml EDTA DiNa-Dihydrat (0.5 M)
4 ml NaCl (5 M)

10 ml SDS 20%

136 ml H,0 dest.

Die Lyseltsung wird aus den autoklavierten Stammlésungen hergestellt.
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41104 Isolierung primarer Hepatozyten

Folgende Stamm-L&sungen werden zur Isolierung der Primarzellen bendtigt:

Glucose-Ldsung :

Krebs-Henseleit-Puffer :

HEPES-Puffer :

Aminosaure-Lésung :

D (+) Glucose x H,0O

NaCl
KCI
KH,PO,
pH:

HEPES (freie Saure)
pH:

L-Alanin
L-Asparaginsaure
L-Asparagin
L-Citrullin
L-Cystein
L-Histidin
L-Glutaminsaure
Glycin
L-Isoleucin
L-Leucin

L-Lysin
L-Methionin
L-Ornithin
L-Phenylalanin
L-Prolin

L-Serin
L-Threonin
L-Tryptophan
L-Tyrosin

L-Valin

50 mM

1000 mM
24 mM
12 mM

7,6 (NaOH)

250 mM
8,5

3,0 mM
1,0 mM
3,0mM
1,5 mM
0,8 mM
6,4 mM
6,8 mM
13,3 mM
3,0mM
6,1 mM
7,1 mM
3,7mM
3,8 mM
3,3mM
4,8 mM
6,2 mM
11,3 mM
3,2mM
3,0 mM
6,8 mM

Die Aminosauren werden in H,O dest. aufgenommen. Nach 20 min Ruhren wird mit 10 M NaOH

ein pH-Wert von 11 eingestellt und weitere 10 min gerihrt. Durch Zugabe von 37%iger HCI wird

der pH-Wert auf 7,6 eingestellt und die Lésung mit H,O dest. auf das endgiltige Volumen

aufgefilllt. Die Lésung wird sterilfiltriert und im Kuhlschrank bei 4°C aufbewahrt. Die Haltbarkeit

betragt 2-3 Monate.

Glutamin-Lésung (pH 7,6):

L-Glutamin

48 mM
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Die Lésung wird sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20°C gelagert.

Insulin-L&sung: Insulin (1-5500) 29/l

Insulin wird in HoO dest. durch Zugabe von einem Tropfen 1 M NaOH geldst. Die Lésung wird mit

1 M HCI auf pH 7,4-7,6 eingestellt, ohne dass Insulin in der Losung ausfallt, sterilfiltriert, aliquotiert
und bei —20°C gelagert.

EGTA-LAsung: EGTA 125 mM

EGTA wird in HoO dest. aufgenommen und durch Zugabe von 1-2 Tropfen 1 M NaOH geldst. Der
pH-Wert der Lésung wird auf 7,6 eingestellt, die Lésung sterilfiltriert, aliquotiert und bei —20°C

gelagert.
CaCl,-Lésung: CaCl, x 2H,0 129 mM
MgSQO,-Losung MgSO, x 7H,0O 100 mM

Soweit nicht anders angegeben, werden alle Lésungen autoklaviert.

Aus den oben genannten Stammlésungen werden unter sterilen Bedingungen folgende Puffer

hergestellt:

EGTA-Puffer : 62 ml Glucose-L6ésung
10 ml Krebs-Henseleit-Puffer
10 ml HEPES-Puffer
15 ml Aminosaure-Lésung
1 ml Glutamin-L&sung
0,5 ml Insulin-Lésung
0,4 ml EGTA-L6sung

Kollagenase-Puffer : 77,5 ml Glucose-Lésung
12,5 ml Krebs-Henseleit-Puffer
12,5 ml HEPES-Puffer
19 ml Aminosaure-Lésung
5 ml CaCl,-Lésung
1,25 ml Glutamin-Lésung
0,6 ml Insulin-Lésung
62,5 mg Kollagenase

Die CaCl,-Lésung wird erst unmittelbar vor Benutzung des Kollagenase-Puffers zugesetzt. Ebenso
wird unmittelbar vor Benutzung des Puffers die Kollagenase abgewogen und die entsprechende
Menge unter leichtem Schutteln im Kollagenasepuffer geldst.



Material und Methoden

49

Suspensions-Puffer :

310 ml Glucose-L&sung

50 ml Krebs-Henseleit-Puffer

50 mlH

EPES-Puffer

75 ml Aminosaure-L6sung

5 ml Glutamin-Lésung

2,5 ml Insulin-Lésung

4 ml CaCl,-Lésung

2 ml Mg

SO,4-Lésung

19 BSA

1 g BSA wird auf 40 ml Suspensionspuffer aufgestreut und dieser bei 4 °C fur mindestens 2 h

aufbewahrt. Das BSA I6st sich im Puffer. Nach Sterilfiltration wird das gel6ste BSA in den

verbliebenen Suspensions-Puffer gegeben.

4.1.10.5 Genexpressionsbestimmung der ACOX1 und PPARa durch

RT-PCR

Mastermix:
10x PCR-Puffer Y

dNTP-Mix (10 mM)

Upstream Primer (25pmol/pl)
Downstream Primer (25pmol/pl)
MgCl,

cDNA-Template

H,0

Tag-Polymerase

4.1.10.6 Alkalische Elution

PBSCMF pH 7,5
(autoklav.)
BE,-Puffer pH 7,5
(autoklav.)

GAPDH
5ul

5ul
2 ul
2 ul
4l
1l
30 ul
1l

ACOX1
5ul

1ul
1ul
1ul

1l
40,5 pl
0,5 pl

137 mM NaCl
2,7 mM KCI

8,3 mM NaH,PO,
1,5 mM KH,PO,

100 mM NaCl
20 mM Tris/HCI
1 mM Na,EDTA

PPARa
5ul

10 pl
1ul
1ul
1ul

1l
30,5
0,5 pl
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BE1/BSA-Puffer pH 7,5
(autoklav.)

Lysepuffer pH 10,0
(mit Proteinase K)

Waschpuffer pH 10,0
(autoklav.)

Elutionspuffer pH 12,15

DNA-Standard

Bisbenzimid-Stammlésung
(Hoechst No. 33258)
Die Lésung wird aliquotiert bei -20°C gelagert.

Phosphatpuffer pH 6,0

(autoklav.)

Phosphatpuffer pH 7,2

(autoklav.)

100 mM NaCl

20 mM Tris/HCI
1 mM Na,EDTA
0,50 g/l BSA

100 mM Glycin

20 mM Na,EDTA

2 % SDS

pH-Wert mit 2 N NaOH eingestellt
(400 mg/l Proteinase K)

20 mM Na,EDTA
pH-Wert mit 2 N NaOH eingestellt

20 mM EDTA
pH-Wert mit TEAH eingestellt

200 pg/ml Kalbsthymus-DNA
in BE4-Puffer

0,15 mM in H,O dest.

68,1 mM NaH2PO4
15,8 mM NazHPO4

21,7 mM NaH,PO,
93,0 mM Na,HPO,
mit Bisbenzimid (1 % (v/v) Bisbenzimid-Stamm-

I6sung)

Die Bisbenzimid-Stammldsung wird dem autoklavierten Phosphatpuffer erst unmittelbar vor

Gebrauch zugesetzt.
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4.1.10.7 Cleavage-Assay

Tris-HCI, 1 M, pH 7,6

PNK-Puffer (10x)

Chloroform/Ethanol (1:1)

TE-Puffer, pH 8,0

NaCl, 5 M

SDS, 10%

Lysepuffer

Stopp-Puffer

Ammoniumpersulfat (APS)-Lésung 10%

121,1 g Tris-Base
pH mit HCI auf 7,6 einstellen
ad 1 | mit H,O dest.

0,5 ml Tris-HCI, 1 M (pH 7,6)
0,1 ml MgCl,, 1M

2 ylEDTA, 0,5 M

ad 1 ml mit H,O dest.

10 ml Ethanol

10 ml Chloroform

20 ml TE-Puffer (pH 8,0) hinzufligen, gut schitteln,
nach dem Trennen der Phasen die untere

verwenden

10 mM Tris-Base
pH mit HCI auf 8,0 einstellen
1 mM EDTA (pH 8,0)

29,22 g NaCl
Ad 100 ml mit H,O dest.

10 g Sodiumdodecylsulfat in 100 ml H,O dest.

Losen

20 mM Tris-Base einwiegen, PH mit HCI auf 8,0
einstellen
1 mM EDTA

210 pl TBE (10x)

50 ul Bromphenolblau

50 pl Xylencyanol 1%

800 pl deionisiertes Formamid 90%

10 g APS in 100 ml H,O dest.
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TBE-Puffer (10x) 108,0 g Tris-Base
55,0 g Borsaure
40,0 ml EDTA, 0,5 M, pH 8,0

Polyacrylamid-Gelmix (20%) 10 ml TBE (10x)
42,0 g Harnstoff
50 ml Acrylamid-Lésung (40%)
ad 100 ml H,O dest.

4.1.10.8 Big Blue® Mutations-Assay

Lysepuffer | 8,20 g NaCl
0,22 g KClI
120 g Sucrose
0,30 g EDTA
10 ml Triton® X-100
1,58 g Tris-HCI (pH 8,3)
Die Substanzen werden in 800 ml H,O dest. geldst, der pH-Wert auf 8,3 eingestellt, das Volumen

auf 1000 ml erganzt und sterilfiltriert.

Lysepuffer I 1,75 g Na,HPO,
8,0 g NaCl
0,2 g KClI
0,2 g KH,PO,
20 ml 0,5 M EDTA (pH 8,0)
Die Substanzen werden in 800 ml H,O dest. gelést, der pH-Wert mit 1 N NaOH auf pH 8,0
eingestellt, das Volumen auf 1000 ml erganzt und die Lésung autoklaviert.
Kurz vor der Anwendung wird der Lésung pro Milliliter 20 pl eines RNace-IT™ Ribonuklease-

Cocktails zugesetzt.

Maltose 20% (w/v) / MgSQ4 (1 M) 20,0 g Maltose
Lésung 24,6 g MgSO, x 7H,0
H,O dest. ad 100 ml

Die Lésung wird sterilfiltriert und kann bei 4°C bis zu 6 Monaten gelagert werden.

MgSO, Lésung (10 mM) 2,46 g MgSO, x 7TH20
H,O dest. ad 1000 ml
Die Lésung wird 30 min autoklaviert und kann dann bis zu einem Jahr bei Raumtemperatur

aufbewahrt werden.
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NZY Broth Medium 5,0 g NaCl
2,0 g MgSO,4 x 7H,0
5,0 g Hefeextrakt
10,0 g Casein-Pepton
Die Substanzen werden in 800 ml H,O dest. geldst, der pH-Wert mit 10 N NaOH auf pH 7,0

eingestellt, das Volumen mit H,O auf 1 Liter erganzt und anschlieend fiir 30 min autoklaviert.

Proteinase K-Ldsung (2mg/ml) 100 mg Proteinase K
30 ml steriles H,O
10 ml SDS-Lésung 10% (w/v)
10 ml 0,5 M EDTA (pH 7,5)

SM Puffer 5,8 g NaCl
2,0 g MgSO,4 x 7H,0
50,0 ml Tris-HCI (1 M) pH 7,5
5,0 ml Gelatinelésung 2% (w/v)
H,O dest. ad 1000 ml
Der pH-Wert der Lésung wird auf pH 7,5 eigestellt, die Lésung fir 30 min autoklaviert und kann bis

zu einem Jahr bei Raumtemperatur gelagert werden.

4.1.10.9 Mitochondrialer DNA-Relaxationsassay

BE,-Puffer pH 7,5 100 mM NacCl

20 mM Tris/HCI
1,0 mM Na,EDTA

BE./BSA-Puffer pH 7,5 0,1 g/l BSA in BEs-Puffer pH 7,5
Fallungslésung 125 mM Na-Acetat

In EtOH abs.
Homogenisationspuffer 85,58 g Sucrose

0,38 g EGTA

2,42 g Tris

Die Substanzen werden in 1000 ml H,O dest. geldst, der pH-Wert der Losung auf pH 7,4

eingestellt und die Lésung autoklaviert.

Homogenisationspuffer / BSA Homogenisationspuffer mit 0,1% BSA
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Lésung | 50 mM Glucose
25 mM Tris HCI pH 8.0
10 mM EDTA
Vor der Verwendung wird RNase A (10 mg/ml) zu einer Endkonzentration von 100 pg/ml
zugegeben.
Lésung Il 0,2 N NaOH

1% SDS

Die Lésung Il wird vor jeder Verwendung frisch hergestellt.

Loésung llla 60,0 ml Kaliumacetat (5 M)
11,5 ml Eisessig
28,5 ml H,O
Lésung llIb 60,0 ml Kaliumacetat (5 M)
40,0 ml H,O
Loésung IV Lésung llIb, die durch Zugabe von Ldsung llla auf

pH 6,6 eingestellt wird.

Phosphatpuffer pH 7,4 5 mM KH,PO,
50 mM NaCl

Stopppuffer pH 7,8 40 mM Tris/HCI
5 mM Na-Acetat
21 mM EDTA

0,05% Bromphenolblau
70% Glycerin
4% SDS

TAE-Puffer pH 7,8 (10x) 400 mM Tris-HCI
50 mM Na-Acetat
10 mM EDTA
Der pH-Wert wird mit 2 N H,SO, eingestellt.
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4.2 Methoden

4.2.1 Arbeiten mit Zellen

4.2.1.1 Zellkultur und Zellpflege

Alle Zellkulturarbeiten werden unter sterilen Bedingungen durchgefihrt. Die in
dieser Arbeit beschriebenen Zelllinien werden bei 37 °C, 5% CO, und 99%
Luftfeuchtigkeit kultiviert. Die Zellen werden in Abhangigkeit von ihrer
Verdopplungszeit - spatestens jedoch nach 4 Tagen - passagiert. Zum
Passagieren der adharenten Zellen wird das Medium mit einer sterilen Pipette
abgenommen und die Zellen einmal mit 10 ml PBSCMF gespult. Anschliel3end
werden die Zellen mit 1-2 ml Trypsin/EDTA-L6sung fur 2-3 Minuten bei 37 °C
inkubiert, um die Zellen abzulésen. Die Zellen werden danach in ihrem
entsprechenden Medium resuspendiert und durch mehrmaliges Auf- und
Abpipettieren vereinzelt. Ein definiertes Volumen der Zellsuspension wird in
ISOTON II-Lésung Uberfuhrt und die Zellzahl mit Hilfe eines Coulter Counter™
Gerates bestimmt. Die Zellen kénnen nun verdinnt in eine neue Zellkulturflasche

ausgesat werden.

Falls nicht anders angegeben, werden fur alle Experimente Zellen verwendet, die

sich in einer exponentiellen Wachstumsphase befinden.

4.2.1.2 Kryokonservierung und Auftauen von Zellen

Um Zelllinien Uber einen langeren Zeitraum aufbewahren zu kdnnen, werden sie
kryokonserviert. Hierzu werden die Zellen nach dem Abldsen in frischem Medium
aufgenommen und 5 min bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird
abgenommen und die Zellen in eisgekihltem Einfriermedium (Medium mit 10%
DMSO) resuspendiert (ca. 2 Millionen Zellen/ml). Nach 2 h Lagerung bei -20 °C
werden die Kryorohrchen Uber Nacht bei -70 °C gelagert und anschlief3end in
flissigen Stickstoff Gberfuhrt.
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Zur Rekultivierung werden die Zellen bei 37 °C aufgetaut und die Zellsusupension
direkt in 10 ml Kulturmedium Uberfuhrt. Zur Entfernung des zelltoxischen DMSO
wird die Zellsuspension fur 5 min bei 1000 x g und 4 °C zentrifugiert, der
Uberstand dekantiert und die Zellen in frischem Kulturmedium resuspendiert. Die
Zellen werden nun in eine Zellkulturflasche Uberfihrt und stehen bei
entsprechendem Wachstum nach friihestens 2 Passagen flr Experimente zur

Verfugung.

4.2.1.3 Depletion der zellularen Glutathion-Spiegel

Zur Depletion von Glutathion in Zellen werden die Zellen mit Buthioninsulfoximin
(BSO) inkubiert. Buthioninsulfoximin ist ein selektiver, irreversibler Inhibitor der
y—Glutamylcystein-Synthetase, einem Enzym, das den ersten Schritt der
Glutathion-Synthese katalysiert (Griffith und Meister, 1979).

Fir den Versuch wird zunachst die BSO-Stammlésung mit Kulturmedium zur
Endkonzentration 1 mM verdunnt. Diese Verdiunnung wird dann zu den Zellen in
die Kulturflasche gegeben, nachdem das alte Kulturmedium entfernt wurde. Die
Inkubation wird im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO,, 99% Luftfeuchtigkeit fur 24 h
durchgefuhrt. AnschlieRend werden die Zellen zweimal mit PBSCMF gewaschen,

um BSO vollstandig zu entfernen.

4.2.1.4 Enzymatische Quantifizierung des Glutathion-Gehaltes

Prinzip

Zur Ermittlung des Gesamt-Glutathion-Gehaltes von Zellen wird die Methode nach
Griffith benutzt (Griffith, 1985). Als Detektionsreagenz wird dabei 5,5’-Dithio-(2-
nitrobenzoesaure) (DTNB, Ellman’s Reagenz) verwendet, welches mit
Thiolgruppen unter Bildung von 5’-Thio-(2-nitrobenzoesaure) (TNB) reagiert, wie in
Gleichung 1 dargestellt. Dabei entsteht oxidiertes Glutathion (GSSG), das durch
das Enzym Glutathionreduktase unter NADPH/H*-Verbrauch reduziert wird.

Reduziertes Glutathion (GSH) kann nun erneut mit DTNB reagieren.
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a) 2GSH+DTNB .,  GSSG+2TNB
G
b)  GSSG+NADPHH® ———> 2 GSH+ NADP*

c) DTNB +NADPH/H" SSHGSS6 | 2 TNB + NADP*
GR
Gleichung 1: Reaktionsgleichungen zur Bestimmung von Glutathion mit DTNB-Reagenz

(Griffith, 1985).

Bei der enzymatischen Glutathion-Bestimmung sind die Konzentrationen von
DTNB, NADPH und GR so gewahlt, dass die Geschwindigkeit der gesamten
Reaktion c) proportional zur Konzentration des gesamten Glutathiongehaltes
verlauft. Die Bildung von TNB lasst sich spektralphotometrisch als Absorption bei

412 nm verfolgen.

Durchfiihrung

10 Mio. Zellen werden abgeldst und in 10 ml Medium resuspendiert. Nach 10 min
Zentrifugation bei 1200 x g und 4°C wird der Uberstand verworfen und das Pellet
in 5 ml PBSCMF aufgenommen. Nach einem erneuten Zentrifugationsschritt
werden die Zellen in genau 5 ml PBSCMF resuspendiert. Anschlieliend wird die
Zellzahl bestimmt und ein letztes Mal zentrifugiert. Das Pellet wird in eisgekihltem
TCA-Puffer aufgenommen, so dass sich eine Zelldichte von 10 Mio. Zellen/ml
ergibt, und in ein Eppendorf-Reaktionsgefald Uberflhrt. Die Zellen werden nun mit
einem Ultraschall-Homogenisator (35 W, 3 x 20 Impulse, 10kHz) lysiert und die
festen Zellbestandteile durch einen Zentrifugationsschritt (10 min, 10000 x g, 4 °C)
abgetrennt. Je nach erwarteter Glutathion-Konzentration werden 10-40 ul des
Uberstandes  photometrisch  vermessen. Dazu pipettiert man 700 pl
Phosphat/NADPH-L&sung, 100 yl DTNB-Reagenz und 10-40 ul des Uberstandes
in eine Einmalkutvette und fullt das Volumen mit H,O dest. auf 1000 ul auf. Die
Probe wird nun gemischt und anschlieRend 2 pl Glutathionreduktase-Losung
hinzupipettiert. Nun wird fir 2 min, alle 30 s die Absorption bei 412 nm bestimmt.
Zur Quantifizierung des Glutathions wird mit 5-40 pl einer 0,1 mM GSH-L6sung

eine Kalibriergerade erstellt.
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4.2.1.5 Behandlung von Zellen mit WY-14,643

Zur Behandlung von Zellen mit WY-14,643 wird das Medium einer
Zellkulturflasche (75 cm?) abgenommen und anschlieRend durch genau 10 ml
neues Medium ersetzt. AnschlieRend pipettiert man je nach gewlnschter
Endkonzentration (250 — 1000 pM) eine entsprechende Menge WY-14,643-
Stammldsung (in DMSO) in die Flasche und mischt unter leichtem Schwenken.
Die Behandlung erfolgt Uber 24 h. Die Zellen werden mindestens 24 h vor der
Behandlung mit WY-14,643 ausgestreut.

4.2.1.6 Bestimmung der Genexpression von PPARa mittels RT-PCR

Mit Hilfe der Reversen Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) kann
qualitativ die Genexpression von spezifischen Genen nachgewiesen werden. Zur
Untersuchung der Expression des Peroxisomenproliferator aktivierten
Rezeptors o (PPARa) wird RNA mit Hilfe eines RNeasy®-Kits nach den
Anweisungen des Herstellers aus 10 Mio. HEPA1-Zellen isoliert. Daraus wird mit
Hilfe der Reversen-Transkriptase Omniscript® und einem Oligo-dT-Primer cDNA
synthetisiert (vgl. Kapitel 4.2.2.9). Die Amplifikation eines fur PPARa spezifischen
PCR-Produkts (654 bp) erfolgt mit dem in Kapitel 4.1.10.5 angegebenen
Mastermix und folgendem Temperaturprogramm (3 min bei 94 °C; 35 Zyklen:
1 min bei 92 °C, 1 min bei 65 °C und 1 min bei 72 °C; 10 min bei 72 °C) im

Thermocycler.

4.2.2 Arbeiten mit Tieren

4.2.2.1 Generierung transgener knockout-Mause
Prinzip

Durch Verpaarung von Mausen, in deren Genom ein Transgen integriert wurde,

mit Mausen, bei denen ein oder mehrere Gene gentechnisch ausgeschaltet
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wurden (,knockout), ist es mdglich, transgene knockout-Mause zu erhalten. Um
alle Merkmale in einem Tier

Genveranderungen auf verschiedenen Chromosomen lokalisiert sein (vgl. Tabelle

4).

Tabelle 4:

Chromosomale Lokalisation von Csb-,
BigBIue®-Méusen.

vereinigen  zu

kdnnen, missen

Ogg7- und transgenem Jac/-Gen in

Pubmed GenelD /

Bezeichnung Lokalisation
Literatur
Csb Chromosom 14 319955
Ogg1 Chromosom 6 18214
lacl (BigBlue®) Chromosom 4 (Dycaico et al., 1994)

Durch die Generierung von transgenen BigBlue®- knockout- und double-knockout-
Tieren kdnnen sowohl spontane Mutationsfrequenzen, als auch durch Fremdstoffe
induzierte Mutationen organspezifisch in diesen Tieren untersucht werden. Als
Targetgen fir die Mutationsexperimente in den BigBlue®-Mausen dient das
bakterielle lacl-Gen (vgl. 4.2.5).

Durchfiihrung

Zur Generierung transgener Csb'/'Ogg1'/'—double-knockout—Tiere werden in einem
1. Zuchtschritt  jeweils ein  BigBlue”*-Mannchen polygam mit zwei
Csb”/0gg1”-Weibchen angepaart. Der daraus resultierende Nachwuchs braucht
nicht genotypisiert werden, da dieser ausnahmslos den Genotyp
Csb*/Ogg1*/BigBlue”" besitzt. Im darauf folgenden 2.Zuchtschritt werden
Csb*/0gg1* BigBlue™-Mause beiderlei Geschlechts aus dem 1. Zuchtschritt mit
homozygoten Csb”/0gg1”-Mausen angepaart. Aus dieser Paarung kdénnen
insgesamt 8 unterscheidbare Genotypen hervorgehen. Deshalb missen alle Tiere
genotypisiert werden. In einem 3. Zuchtschritt werden Csb”/Ogg1”/BigBlue*-
Mause mit Csb”/Ogg1”/BigBlue*-Mausen verpaart, um diesen Stamm zu
erhalten. Zur besseren Ubersicht ist das Kreuzungsschema in der folgenden

Ubersicht dargestellt:
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1. Zuchtschritt
Csb”/0gg1” X BigBlue™"* > Csb"/0gg1™/BigBlue™

2. Zuchtschritt

Csb™/0gg1”/BigBlue” x Csb*/0gg1*/BigBlue™ > Csb™/0gg1"/BigBlue™
Csb”/0gg1*/BigBlue™
Csb*/0gg1”/BigBlue™
Csb”/0gg1”/BigBlue™
Csb*/0gg1*”/BigBlue™”
Csb”/0gg1*/BigBlue*”
Csb™/0Ogg1”/BigBlue*”
Csb”/0gg1”/BigBlue™

3. Zuchtschritt

Csb”/0gg1”/BigBlue*” x Csb”/0gg1”/BigBlue*” > Csb”/0gg1”/BigBlue*”
Csb”’/0gg1”/BigBlue™”
Csb”/0gg1”/BigBlue™

4.2.2.2 Genotypisierung von Mausen

Zur Untersuchung des Genotyps von Mausen kann aus Schwanzspitzen der Tiere
DNA isoliert werden und dann mittels einer Polymerase-Kettenreaktion und
allelspezifischen Primern ein spezifisches DNA-Stick mit definierter Lange

amplifiziert werden. Praktisch wird dabei folgendermal3en vorgegangen:

Markierung der Tiere:
Um die Tiere nach einer Typisierung unterscheiden zu kénnen, werden sie mit
Hilfe einer Ohrmarkenzange und speziellen Nagerohrmarken gekennzeichnet. Die

Nummern der Mause werden auf den entsprechenden Kafigen notiert.

Gewinnung der Schwanzbiopsien:
Zur Gewinnung von Schwanzbiopsien wird den Tieren mit einer Pinzette und
mittels einer mit EtOH 70% und Wasser gespllten Schere ca. 0,5 cm ihres

Schwanzes abgetrennt und dieser sofort in 750 ul Lysepuffer gegeben.
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Aus Tierschutzgriinden sollten Schwanzbiopsien nur bis zur 4. Woche nach

Geburt enthommen werden.

DNA-Isolation:

Zur Isolation der DNA werden zu 750 ul Lysepuffer, in denen sich ein Teil des
Mauseschwanzes befindet, 37,5 pl Proteinase K-Losung (10mg/ml) gegeben und
die Proben Uber Nacht bei 55°C geschuttelt. Am nachsten Morgen werden die
Proben 10 min geruttelt, anschlieRend 250 yl 5 M NaCl zugegeben und erneut fur
10 min auf einem Vortex-Gerat gerlttelt. In einem sich anschliellenden
10-minltigen Zentrifugationsschritt werden bei 14000U/min nicht lysierte
Zelltrimmer abgetrennt. 750 yl des Uberstandes werden in ein neues Cap
uberfuhrt. Um die DNA zu prazipitieren werden 500 pl Isopropanol zugesetzt und
der Ansatz zwei Minuten gemischt. AnschlieRend wird die DNA fur 5 min bei
14 000U/min abzentrifugiert und das DNA Pellet noch zwei Mal mit EtOH (70%)
gewaschen. Um die DNA zu l6sen, wird sie mit 50 yl DNase-freiem Wasser
versetzt und 30 Minuten bei 55 °C leicht geschittelt. Die geloste DNA wird danach
uber Nacht bei -20 °C gelagert. Am nachsten Morgen werden die Proben
aufgetaut und 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt. Sie kénnen nun fur die PCR

eingesetzt werden.

Polymerase-Kettenreaktion:

Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist ein Verfahren, mit dessen Hilfe ein
beliebiger DNA-Abschnitt amplifiziert werden kann (Mullis und Faloona, 1987). Die
Position und Lange des Amplikons wird dabei durch die Wahl der Primer
bestimmt. Durch die Kombination von drei verschiedenen Primern, von denen ein
3’-Primer komplementar zu einer knockout-Sequenz und ein 3’-Primer
komplementar zu einer Wildtyp-Sequenz ist, kdnnen sowohl Wildtyp- und

knockout-, als auch heterozygote Tiere identifiziert werden.

Ausgehend von der Zahl der zu bearbeitenden Proben wird nach Tabelle 5 eine
entsprechende Menge Mastermix vorbereitet und dann auf Reaktionsgefalie

verteilt. Zu jedem Ansatz wird jeweils 1ul der Template-DNA pipettiert.
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Tabelle 5: Ubersicht der zur Genotypisierung von Mausen verwendeten Mastermixe.
Csb Ogg1 lacl
Reaktionspuffer Y 5ul 5ul 5ul
Enhancer Lésung P 10 l 10 l -
dNTP-Mix (10mM) 1l 1l 1,5 ul
Upstream Primer (25 pmol/ul) 2 ul 2 ul 1l
Downstream Primer KO (25 pmol/pl) 2 ul 2 ul 1l
Downstream Primer WT (25 pmol/pl) 2 ul 2 ul -
Taq Polymerase 0,25 ul 0,25 ul 0,25 ul
DNA Template 1l 1l 1l
H,0 steril 26,75 pl 26,75 pl 40,25 pl
Summe 50 pl 50 pl 50 pl

Die Proben werden kurz gemischt und die PCR mit den in Tabelle 6 aufgefuhrten

Bedingungen gestartet.

Tabelle 6: Temperaturprogramme zur Amplifizierung des Csb-, Ogg7- und /acl-Gens.

Csb und Ogg1
1 Zyklus: 94 °C, 3 min
35 Zyklen: 94 °C,45s
59 °C, 1 min
72 °C, 2 min
1 Zyklus: 72 °C, 10 min

Die amplifizierten DNA-Stlcke

konnen

1 Zyklus:

lacl
95 °C, 5 min

35 Zyklen: 95°C,30s

1 Zyklus:

53°C,45s
72°C,60s
72 °C, 10 min

nun mit Hilfe der Agarose-

Gelelektrophorese (vgl. Kapitel 4.2.6.6) aufgetrennt und die Lange der Banden mit

Hilfe eines DNA-Markers zugeordnet werden. Jeder Genotyp ist durch das in

Abbildung 10 gezeigte, charakteristische Bandenmuster zu erkennen:
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Marker
2176 [
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- 1340 bp lacl

Wem
1230
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1033
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517 M 490 bp Csb KO
453 . L
394 .
298 = s  300bp Ogg1KO
234 L= 250 bp Ogg1 WT

195bp Csb WT
- S J
154 < Y j . e . A
Csb**/0gg1™* Csb"/0gg1*/BigBlue Csb™/Ogg1
Abbildung 11: PCR-Produkte verschiedener Genotypen in einem 2%igen Agarosegel. Die DNA

wurde mit Ethidiumbromid gefarbt. Marker = Roche DNA-Marker VI.

4.2.2.3 Gewinnung primarer Hepatozyten

Die Hepatozyten der Maus werden mit Hilfe einer modifizierten EGTA/Kollagenase

Perfusions-Technik (Seglen, 1976; Hengstler et al., 2000) isoliert, wie in Abbildung
12 schematisch dargestellt.
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Abbildung 12: Schematische Abbildung der Leberperfusion in vivo.

Die Tiere werden nach der Tétung in einer mit Isofluran gesattigten Kammer auf
einer Halterung fixiert und die Bauchdecke gedffnet. AnschlieRend wird die
Pfortader (Vena portae) freigelegt. Mit einer chirurgischen Schere wird die
Pfortader zur Halfte durchtrennt, so dass eine Flugelkanule, die mit einem
Pumpenschlach verbunden ist, in das erdffnete Gefaly eingefiihrt werden kann.
Eine zuvor um die eingeflhrte Flugelkanlle und die Pfordader gelegte Schlinge
dient zur Fixierung der Kanule im Gefald. Die Halsschlagader wird nun durchtrennt
und die Leber luftblasenfrei fur 15 min (Pumpgeschwindigkeit max. 1 ml/min)
perfundiert. AnschlieRend wird der Puffer gewechselt und fir maximal 30 min mit
Kollagenase-Puffer perfundiert (max. 1 ml/min). EGTA- und Kollagenase-Puffer
werden sowohl 15 min vor, als auch wahrend der gesamten Perfusion im
Wasserbad auf 37 °C temperiert und mit Carbogen* begast, welches durch
Glasfritten in die Pufferflaschen eingeleitet wird. Nach erfolgter Perfusion wird die

komplette Leber in 10 ml eisgekihlten Suspensionspuffer Gberfihrt und vorsichtig
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die Gallenblase entfernt. Mit Hilfe einer Pinzette kann nun die Leberkapsel
geodffnet werden und durch vorsichtiges Schitteln und Zerzupfen kénnen die
Hepatozyten aus dem Gewebeverband freigesetzt werden. Die so erhaltene
Zellsuspension wird durch ein 100 um Zellsieb in ein Greinerréhrchen gegossen,
um grolkere Gewebestlickchen abzutrennen. Die Hepatozyten werden nun fir
10 min bei 15 x g und 4 °C abzentrifugiert und der Uberstand der Zellsuspension
vorsichtig abgenommen. Nach Zugabe von 30 ml kaltem Suspensionspuffer
werden die Zellen durch vorsichtiges Schwenken vereinzelt und der Waschschritt
noch insgesamt zweimal wiederholt. Die Zellen werden vor der Weiterverarbeitung

auf Eis gelagert.

* Carbogen enthalt 5% (v/v) CO,. Bei der Begasung der o.g. Puffer kommt es zu
einem Absinken des pH-Wertes. Deshalb wird fir die Herstellung von EGTA- und
Kollagenase-Puffer HEPES-Puffer pH 8,5 verwendet. Wahrend der Begasung mit

Carbogen wird in den verwendeten Losungen dann ein pH-Wert von 7,8 erreicht.

4.2.2.4 Zellzahl- und Vitalitatsbestimmung von Hepatozyten

Die Vitalitat der primaren Hepatozyten wird mittels Trypanblau-Ausschiul®
bestimmt. Dazu werden 200 ul der Zellsuspension mit 200 uyl Trypanblau-Losung
(4 mg/ml in PBS) gemischt. Um die Hepatozyten nicht zu beschadigen, werden
Pipettenspitzen verwendet, deren Spitzen 5 mm abgeschnitten wurden. In einer
Neubauer-Kammer werden im Lichtmikroskop die nicht gefarbten lebenden Zellen
und blau gefarbten toten Zellen gezahlt. Hieraus lasst sich die Gesamtzellzahl und

die Vitalitat berechnen (prozentualer Anteil der lebenden Zellen).

4.2.2.5 Futterung der Mause mit WY-14,643

Zur Behandlung der Mause mit WY-14,643 werden jeweils fur die Kurzzeit- und

Langzeitbehandlung verschiedene Applikationsarten gewahlt.
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Fir die einmalige und viermalige Behandlung wird WY-14,643 in Sesamdl
suspendiert (10mg/ml) und per Schlundsonde 100 mg/kg Kdérpergewicht durch

einen tierversuchserfahrenen Mediziner oder Veterinarmediziner appliziert.

Fir alle langeren Futterungszeitpunkte wird WY-14,643 in einer Konzentration von
0,025% ad libitum Uber das Haltungsfutter verabreicht. Die Herstellung der
Prifdiat erfolgt durch die Firma Altromin. Zur Pravention einer Oxyureninfektion
wird sowohl in die Prufdiat, als auch in das Haltungsfutter Fenbendazol in einer

Konzentration von 1% eingearbeitet.

Vor Beginn der Futterungsexperimente werden die Tiere randomisiert und der

Verum- oder Kontrollgruppe zugeordnet.

4.2.2.6 Gewichtsmonitoring

Um mogliche Gewichtsveranderungen an den Mausen durch eine Gabe von
WY-14,643 untersuchen zu konnen, werden die Tiere einmal wodchentlich
gewogen und dabei individuell mit einem wasserfesten Farbstift am Schwanz

markiert.

4.2.2.7 Organentnahmen

Zur Analyse der praneoplastischen Lasionen, zur Bestimmung der Expression der
Acyl-CoA-Oxidase und zur Gewinnung von mitochondrialer DNA missen Lebern
aus Tieren entnommen werden. Dazu werden die Tiere nach Betaubung mit
Isofluran mittels einer Nagerguillotine dekapitiert und falls bendtigt, das dabei
austretende Blut in einem Reaktionsgefall aufgesammelt. Danach wird der
Bauchraum gedéffnet und die Leber entnommen. Wird das Material nicht direkt

verwendet, so wird es in Stickstoff schockgefrostet und bei -70°C gelagert.

Zur Mutationsanalyse konnen weitere Organe wie Nieren, Milz, Hoden, Lungen
und Gehirn entnommen werden. Auch diese Organe werden direkt in flissigem

Stickstoff tiefgefroren und anschlielend bei -70°C gelagert.
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Lebern, die zur Analyse von praneoplastischen Lasionen bestimmt sind, werden
nach dem Entbluten flach auf einem Metallblock eingefroren und anschlieend bei
-70°C gelagert.

4.2.2.8 Blutentnahme und Plasmagewinnung

Zur Plasmagewinnung aus Mauseblut wird 30 pl Heparin 5000 LLE in ein
Reaktionsgefal® vorgelegt. AnschlieBend wird eine betaubte Maus mit einer
Nagerguillotine dekapitiert und das austretende Blut in dem Reaktionsgefal}
gesammelt. Das Réhrchen wird leicht geschwenkt, direkt bei 2500U/min fir 10 min
zentrifugiert und der klare Uberstand in ein Versandrohrchen uberfiihrt. Das
Plasma wird nun zur Bestimmung diverser Laborparameter der Firma Biocontrol

(Ingelheim) tUbersendet.

4.2.2.9 Semiquantitative Genexpressionsbestimmung der Acyl-CoA-Oxidase
durch RT-PCR

Prinzip

Die semiquantitative Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)
erlaubt es, die Genexpression einzelner Gene im Vergleich zu einem Kontrollgen
(whousekeeping gene®) zu bestimmen, dessen Expression sich weder unter
endogenem noch exogenem Einfluss verandert. Dabei nutzt man aus, dass es
einen linearen Zusammenhang zwischen eingesetzter mRNA und daraus mittels
RT-PCR amplifizierter DNA gibt, bevor die Reaktion eine Plateauphase erreicht.
Quantifiziert man die erhaltene DNA, so kann man daraus eine Veranderung der
Genexpression berechnen. Mit dieser Methode soll untersucht werden, ob es
unter einer Behandlung mit WY-14,643 zu einer Veranderung der peroxisomalen
Acyl-CoA-Oxidase (ACOX1)-Expression kommt. Als Kontroligen wurde
Glycerinaldehyd-3-phosphat-dehydrogenase (GAPDH) eingesetzt.
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RNA Isolierung

Aus tiefgefrorenen Lebern (vgl Kapitel 4.2.2.7) von WY-14,643 behandelten und
unbehandelten Mausen (vgl. Kapitel 4.2.2.5) wird die Gesamt-RNA mit einem
RNeasy® MiniKit der Firma Qiagen isoliert. Dazu werden ca. 30 mg mit Mérser,
Pistill und Stickstoff pulverisierte Leber mit 600 ul RLT Lysepuffer aufgenommen
und resuspendiert. Die Suspension wird nun mittels einer QIAshredder-Saule
homogenisiert und mit 600ul EtOH 70% durch Pipettieren vermischt. Die Probe
wird dann in zwei Aliquots auf eine RNeasy-mini-spin-Saule gegeben und fur 15 s
bei 9000 x g zentrifugiert. Das Eluat wird verworfen und die Gesamt-RNA, die sich
auf der Saule befindet, mit 700 pl RW1-Puffer und anschlieRend mit 500 ul RPE-
Puffer gewaschen (jeweils 15 s bei 9000 x g). Der Waschschritt mit RPE-Puffer
wird wiederholt. Zum Trocknen der Saule wird anschliefend fir 1 min bei
maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Nun kann die RNA mit 80 pl RNase-

freiem Wasser eluiert werden (1 min; 9000 x g).

Die Qualitat der Aufarbeitung und der Gehalt der RNA werden photometrisch
bestimmt. Zusétzlich kann ein Agarosegel zur Uberpriifung der Qualitat angefertigt

werden.

Reverse Transkription

Die Synthese des ersten cDNA-Stranges erfolgt mit Hilfe der rekombinaten RNase
H-Reversen-Transkriptase Omniscript® der Firma Qiagen (Phillips und Eberwine,
1996). Der Startpunkt der Reaktion wird durch einen Oligo-dT-Primer der
Kettenlange 12-18 bestimmt. Die Reaktion wird nach den Anweisungen des

Herstellers durchgefuhrt.

Zu 2 yg Gesamt-RNA werden 2,5 pyl dNTP-Mix (je 0,5 mM), 2,5 pl Oligo-dT-Primer
(10 uM) und RNase-freies Wasser ad 19 ul pipettiert. Anschlielend wird 1 pl
Reverse Transkriptase Omniscript® zupipettiert, kurz durch Vortexen gemischt und
1 h bei 37 °C im Thermocycler inkubiert. Die erhaltene cDNA dient als Matritze fir
die sich anschlieRende PCR.

Polymerase-Kettenreaktion
Zunachst wird untersucht, bei welcher Zyklenzahl die Amplifikation der PCR-

Produkte in einer logarithmischen Phase verlauft. Dazu werden jeweils Amplifikate
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fur das Gen GAPDH und ACOX1 erstellt (vgl. 4.1.10.5). Die entstehenden PCR-
Produkte werden nach verschiedenen Amplifikationszyklen dem Thermocycler
entnommen, auf ein 2%iges Agarosegel aufgetragen (vgl. 4.2.6.6) und nach
Farbung mit Ethidiumbromid, die Fluoreszenzintensitaten der Banden bestimmt
(Abbildung 13).

21 22 23 24 25 26 27 M 20 21 22 23 24 25 26 M
440 bp : - 654 bp
PCR GAPDH PCR ACOX1
10000 10000
. * . - M
. 1000 * A 1000
£ . : *
§ . § *
100 100
* -
*
10 T T T 10 T T T
craes 20 22 Cych:es 26 28
GAPDH ACOX1

Abbildung 13: PCR-Produkte fir GAPDH und ACOX1 nach unterschiedlich vielen Amplifikations-
zyklen (20-27). Die Produkte wurden in einem 2%igen Agarosegel aufgetrennt und
quantitativ vermessen. M = DNA-Marker Roche VI; AUC units = Flacheninhalt der
Fluoreszenzintensitat (Willkirliche Einheiten).

Um sicherzustellen, dass in allen verwendeten Proben die gleiche Menge an
cDNA flr die PCR eingesetzt wurde, wird eine so genannte ,Normalisierung der
cDNA*® (Ringhoffer et al.,, 2001) durchgefuhrt. Dazu amplifiziert man das
housekeeping Gen GAPDH sowohl in der cDNA von unbehandelten als auch von
behandelten Tieren unter vergleichbaren Bedingungen fir 25 Zyklen. Die
erhaltenen Produkte werden im Agarosegel aufgetrennt, visualisiert und aus den
unterschiedlichen Bandenintensitaten nach Gleichung 2 ein Korrekturfaktor (Fcorr)

berechnet.
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Feorr = Vst Vi

Gleichung 2: Formel zur Berechnung eines Korrekturfaktors fir die Normalisierung der
effektiven cDNA. F,; = Korrekturfaktor; V¢ = Integrationswert des Standards (hier:
GAPDH-Bande; unbehandelt); V; = Integrationsfaktor einer beliebigen Probe (hier:
GAPDH-Bande; 1 + 4 Tage WY-14,643).

Der errechnete Korrekturfaktor (vgl. Abbildung 14) dient zur Korrektur der
eingesetzten cDNA Menge fur die sich anschliefende Amplifizierungsreaktion. Zur
Generierung des GAPDH-Amplifikats werden 25 und zur Amplifizierung von
ACOX1 23 Zyklen im Thermocycler inkubiert.

WY-14,643

— 1Tag 4Tage M

Feor = Vst/Vi
Fcorr (1 Tag WY'14,643) = 4,38
Fcorr (4 Tage WY'14,643) = 8,97

Abbildung 14: PCR-Produkte fir GAPDH nach 25 Zyklen aus unbehandelten und WY-14,643
behandelten Mausen. Die Produkte wurden in einem 2%igen Agarosegel
aufgetrennt und quantitativ vermessen. Nach Gleichung 2 wurde ein
Korrekturfaktor fur die jeweiligen Proben berechnet. M = DNA-Marker Roche VI.

Die korrespondierenden PCR-Produkte werden zusammen auf eine Gelspur
aufgetragen, mittels Agarosegelelektrophorese (vgl. Kapitel 4.2.6.6) aufgetrennt

(vgl. Abbildung 15) und die Banden quantitativ vermessen.

Tage WY-14,643

— 2 1 4
- — ACOX1
v BN WER WS GAPDH

Abbildung 15: PCR Produkte fiir GAPDH (25 Zyklen) und ACOX1 (23 Zyklen) aus unbehandelten
und WY-14,643 behandelten Mausen. Die Produkte wurden in einem 2%igen
Agarosegel aufgetrennt und quantitativ vermessen.
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4.2.2.10 Bestimmung von Mikrokernen

Prinzip

Mikrokerne sind definiert als Abspaltungen vom Zellkern, die entweder ganze
Chromosomen oder Chromosomenfragmente enthalten. Substanzen, die zur
Abspaltung von ganzen Chromosomen flihren, bezeichnet man als ,aneugen®,
wahrend Substanzen, die chromosomenbrechende Wirkung zeigen, als
.Klastogen® bezeichnet werden. Mikrokerne konnen sowohl in vitro, als auch in
vivo nachgewiesen werden. Mikrokerntests in vivo konnen sowohl mit
Mausknochenmark (Heddle, 1973; von Ledebur und Schmid, 1973), als auch mit
Erythrozyten durchgefuhrt werden (MacGregor et al., 1980). Mikrokerne, die in
Erythrozyten nachgewiesen werden konnen, entstehen bereits in deren
Vorlauferzellen, den Erythroblasten. Wenige Stunden nach der letzten mitotischen
Zellteilung eines Erythroblasten wird der Zellkern ausgestofden, ein Mikrokern
bleibt jedoch zurick und kann letztendlich nach Anfarbung auch in
ausdifferenzierten Erythrozyten gefunden werden. Zur quantitativen Analyse wird
die Anzahl an Mikrokernen in Erythrozyten ausgezahlt und auf die Anzahl der nicht

mikrokernhaltigen Erythrozyten bezogen.

Durchfiihrung

Einige Tropfen Blut, die entweder aus der Schwanzvene von Mausen oder wie in
Kapitel 4.2.2.8 beschrieben gewonnen wurden, werden auf einen Objekttrager
gegeben und mit einem zweiten Objekttrager so ausgezogen, dass der Ausstrich
am Ende des Objekttragers zu einer dinnen Fahne auslauft. Die Praparate
werden nun mindestens 30 min bei Raumtemperatur getrocknet und anschliel3end
im Tauchverfahren gefarbt. Dazu werden die Objekttrager fur 5 min in May-
Grunwald-Lésung eingetaucht, anschliefiend fir 3 min in H,0 dest. gespilt und
schlieRlich fur 20 min in Giemsa-Losung gefarbt. Danach werden die Praparate
2 x mit H,0 dest. gewaschen (je 5 min) und die Unterseite der Ausstriche mit
Ethanol gesaubert. Bei korrekter Farbung sollten unter dem Mikroskop die
folgenden Strukturen in den angegebenen Farben zu erkennen sein: Erythrozyten
(rosa bis rot), Zellkerne (blau-violett), Lymphozyten (hellblau bis blau),
Thrombozyten (rot-violett). Die Proben werden nun von einer am Versuch nicht

beteiligten Person verblindet und typischerweise die Mikrokerne in 2000
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Erythrozyten pro Objekttrager ausgezahlt. Pro untersuchtem Tier werden

mindestens 3 Objekttrager ausgezahit.

4.2.3 Alkalische Elution

4.2.3.1 Prinzip

Die Alkalischen Elution ist eine hochempfindliche in-vitro-Methode zur
Quantifizierung intrazellularer DNA-Schaden. Das von Kohn (Kohn et al., 1976)
eingefihrte Verfahren ermdoglicht es, Einzelstrangbriiche, DNA-DNA- und DNA-
Protein-Quervernetzungen nachzuweisen. Mit Hilfe einer modifizierten Variante
der Alkalischen Elution gelingt es, durch eine erganzende Inkubation mit
Reparaturenzymen neben  DNA-Einzelstrangbrichen auch  DNA-Basen-
Modifikationen nachzuweisen und zu quantifizieren. Dazu wird isolierte DNA vor
der Elution mit spezifischen Reparaturendonukleasen inkubiert, welche
entsprechende Basenmodifikationen erkennen und die DNA dort einschneiden.
Dieser Einschnitt wird als Einzelstrangbruch detektiert, sodass ursprungliche
Basenmodifikationen sichtbar werden.

Mit der alkalischen Elution lassen sich DNA-Schaden bis zu einer Nachweisgrenze
von etwa 0.5 Lasionen pro 10’ Basenpaaren erkennen. Damit ist die alkalische
Elutionstechnik etwa 200mal empfindlicher als der Relaxationsassay mit PM2-
DNA. Auch die Detektion mittels HPLC/ECD ist, in Abhangigkeit von der
eingesetzten DNA-Menge, etwa um den Faktor 10 unempfindlicher (Pflaum et al.,
1997).

Das Prinzip der Alkalischen Elution ist in Abbildung 16 dargestellt.
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Abbildung 16: Prinzip der Alkalischen Elution (Pflaum, 1996).

Bei der Durchfihrung der Alkalischen Elution werden die zu untersuchenden
Zellen auf einen Polycarbonatfilter aufgetragen und durch Spllen mit einem
alkalischen Lysepuffer, der SDS und Proteinase K enthalt, lysiert. Dadurch werden
Zellbestandteile, zelluldre Proteine sowie RNA vom Filter gewaschen. Die DNA
bleibt in doppelstrangiger Form auf dem Filter zurick. Nach dem Waschen der
DNA - zum Entfernen des eingesetzten Lysepuffers - kann eine Inkubation mit
Reparaturendonukleasen  erfolgen.  AnschlieBend  UberfUhrt man die
doppelstrangige DNA mit Elutionspuffer (pH 12.15) in ihre Einzelstrange und
startet die Elution. In Abhangigkeit von der MolekullgroRe passieren dabei DNA-
Fragmente einen Polycarbonat-Filter. Kurze DNA-Bruchstlicke eluieren dabei
schneller als groRere, weniger geschadigte Fragmente. Nach der fraktionierten
Elution werden die Eluate neutralisiert, mit Bisbenzimid versetzt und der DNA-
Gehalt der einzelnen Fraktionen sowie die Menge der auf dem Filter
verbleibenden DNA fluorimetrisch bestimmt. Daraus lasst sich die Elutionsrate der
DNA berechnen, welche direkt proportional zur Anzahl der Einzelstrangbriche und
alkalilabilen Lasionen ist. Die Kalibrierung der Methode erfolgt durch Vermessung
einer mit y-Strahlung geschadigten Probe: 6 Gy y-Strahlung erzeugen einen
Einzelstrangbruch pro 10° Basenpaare (Kohn et al., 1976).
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4.2.3.2 Versuchsaufbau

FuUr jeden Ansatz wird an eine 25 ml Einwegspritze ein Filterhalter angebracht, der
einen luftblasenfrei eingelegten Polycarbonatfilter tragt. Die Zellsuspension und
alle verwendeten Lésungen werden von oben in die Einwegspritze pipettiert. Mit
Hilfe einer Mehrkanalpumpe wird die FlUssigkeit durch Spritze, Filterhalter und
Filter durch einen Dialyseschlauch in ein Abfallgefal® gepumpt. Im letzten Schritt,
bei der Elution der DNA, wird das Abfallgefal® gegen einen Fraktionssammler
ausgetauscht.

4.2.3.3 Durchfiihrung

Die Filterhalter mit den Polycarbonatfiltern werden mit H,O dest. blasenfrei gefullt
und zweimal mit je 2,5 ml PBSCMF gespult. Nun werden die Filtersysteme in ein
temperiertes Wasserbad eingetaucht und auf 4°C gekuhlt, um eine Reparatur der
DNA-Schaden wahrend des Auftragens zu verhindern. 1 Mio. Zellen bzw. 0,5 Mio.
Hepatozyten werden UGber den Vorratsbehalter aufgetragen und mit der Pumpe auf
die Filter aufgebracht. Zum Entfernen von Medienresten wird mit zweimal 5 ml
kaltem PBSCMF gewaschen und gegen Ende des zweiten Spllvorgangs die
Temperatur des Wasserbades auf 25 °C erhoht. Zur Zelllyse werden 2 ml
Lysepuffer aufgebracht und bei einer Temperatur, die nicht unter 15 °C liegt, mit
maximaler Geschwindigkeit durch den Filter gespult. Weitere 5 ml Lysepuffer, dem
0,4 mg/ml Proteinase K zugesetzt wurden, werden daraufhin bei 25°C innerhalb
von 90 min durch das System gepumpt. Nach der Lyse wird die Temperatur des
Wasserbads auf 37 °C erhoht und sieben Mal mit BE4-Puffer gespilt, um die
Wande des Vorratsbehalters zu reinigen und ein geeignetes Reaktionsmilieu fur
die Enzyminkubation herzustellen. Zur Inkubation mit Fpg-Enzym, werden jeweils
2 ml der frisch hergestellten Enzymverdinnung in BE:/BSA-Puffer (1 ug/ml
Endkonzentration) aufgetragen. Die Filterhalter, in denen die Einzelstrangbriiche
ohne Enzymzugabe quantifiziert werden sollen, werden mit 2 ml BE4-Puffer befllt.
Der erste Milliliter der Losung wird bei maximaler Geschwindigkeit durchgepumpt,
der zweite innerhalb einer Stunde. Um danach die Reste der Enzyme zu

entfernen, werden alle Filterhalter zweimal mit 5 ml BE-Puffer gesplilt, danach mit
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4 ml Waschpuffer. Dabei wird die Temperatur des Wasserbades auf 25 °C
eingestellt. Anschliel3end fullt man die Einwegspritzen mit 25 ml Elutionspuffer und
eluiert mit einer Pumpgeschwindigkeit von 1,9 ml/h uUber 12 h. Durch den
Fraktionswechsel, der alle 2 Stunden durchgefuhrt wird, erhalt man 6 Fraktionen
mit ca. 3,8 ml Eluat pro Reagenzglas. Der Uberstand an Elutionspuffer, der sich
nach der Elution noch in den Einwegspritzen befindet, wird in die sechste Fraktion
gepumpt. Zur Auswertung werden zunachst die Filterhalter auseinander gebaut.
Anschlielend vereinigt man Filter und Fritte mit der sechsten Fraktion der
jeweiligen Spur in einem Coulter Counter™-Zahldéschen und inkubiert unter
Schutteln fir 2 Stunden bei 60 °C im Wasserbad. Dadurch bringt man die auf den
Filtern verbleibende DNA in Losung. Nach der Inkubation wird eine den Volumina
der anderen Fraktionen entsprechende Flussigkeitsmenge (3,6 ml) enthommen

und wie diese aufgearbeitet.

4.2.3.4 Auswertung der Alkalischen Elution

Jedes Reagenzglas mit DNA-LOsung wird mit einer dem Fraktionsvolumen
entsprechenden Menge (3,8 ml) an Phosphatpuffer pH 6,0 versetzt (15 min).
AnschlieRend wird das gleiche Volumen an Phosphatpuffer pH 7,2/Bisbenzimid
(1,5 pM) zugesetzt und erneut 15 Minuten unter Ausschluss von Licht inkubiert.
Daraufhin wird die Emissionsintensitat des Bisbenzimid-DNA-Komplexes der
einzelnen Proben bei 450 nm nach Anregung bei 360 nm im Fluorimeter bestimmt.
Als Blindwert wird eine Mischung aus gleichen Volumina (je 3,8 ml) Elutionspuffer,
Phosphatpuffer pH 6,0 und Phosphatpuffer pH 7,2/Bisbenzimid eingesetzt. Der
Berechnung der Einzelstrangbriiche in den jeweiligen Spuren liegt zugrunde, dass
sich die Summe der Fluoreszenzeinheiten aller Fraktionen einer Spur proportional
zur Gesamtmenge an DNA dieses Ansatzes verhalt. Wird die DNA-Menge der
einzelnen Fraktionen halblogarithmisch gegen den Zeitverlauf aufgetragen, ergibt
sich daraus eine Gerade, deren Steigung proportional zur Anzahl der
Einzelstrangbriiche ist. Dabei wird eine vollkommen zufallige Verteilung der

Modifikationen in der DNA vorausgesetzt.
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Die absolute Zahl an Einzelstrangbriichen (SSB) und Endonuklease-sensitiven
Modifikationen (ESS) errechnet sich aus Gleichung 3 (Epe et al., 1993):

SSB+ESS =m x-2,24 x 10°

Gleichung 3:  Formel zur Berechnung von Einzelstrangbriichen (SSB) und Endonuklease-
sensitiven Modifikationen (ESS) in der Alkalischen Elution. m = Geradensteigung.

Dabei beschreibt m die Steigung der Geraden und -2,24 den fir unsere

Bedingungen experimentell ermittelten Faktor (Pflaum, 1996).

4.2.3.5 Alkalische Schnellelution zur Detektion hoherer DNA-Schaden

Da sich mit der oben beschriebenen Elutionstechnik nur Schaden bis zu maximal
etwa 0,6 Strangbrichen pro 10° bp nachweisen lassen, kann die oben
beschriebene Technik zur Messung hoherer Schaden einfach abgewandelt
werden, indem man die eigentliche Elution bei einer Pumpgeschwindigkeit von
30,7 ml/h durchfihrt. Dadurch wird die Empfindlichkeit der Methode herabgesetzt
und die Gesamtelutionszeit verringert sich von 10h auf 54 min. Das
Fraktionsvolumen und die Anzahl der Fraktionen bleiben gleich, so dass die

Fraktionen alle 9 min gewechselt werden.

Zur Auswertung dient wiederum die Kalibrierung durch Schadigung mit
y-Strahlung. Nach den von D. Ballmaier (Ballmaier, 1997) durchgefuhrten
y-Bestrahlungsexperimenten  ergibt sich  fur die  Umrechnung  der
Geradensteigungen aus der Alkalischen Schnellelution in die Anzahl von

Einzelstrangbriichen pro 10° Basenpaare der Faktor F = -8,6.

In der vorliegenden Arbeit wurde die Alkalische Schnellelution eingesetzt zur
Bestimmung der Fpg-sensitiven Modifikationen in Parp1”/0gg1”-Mausen, die

alter als 8 Monate waren.
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4.2.3.6 Bestimmung von Reparaturkinetiken in Saugerzellen

Zur Bestimmung von Reparaturkinetiken in Saugerzellen werden diese eine
bestimmte Zeit vor der Aufarbeitung geschadigt (z.B. drei Stunden fur einen 3 h-

Reparaturwert).

Zur Bestimmung der Reparatur von oxidativen DNA-Schaden wird durch den
Photosensibilisator Ro 19-8022 vor allem 8-0xoG induziert (Will et al., 1999). Dazu
werden adharente Zellen in einer 75 cm? Flasche zundchst zweimal mit kaltem
PBSCMF gewaschen und anschliefend mit 10 ml einer 50 nM Ro 19-8022-
Lésung in PBSCMF versetzt. Die Zellen werden fur 10 min mit sichtbarem Licht
(Halogenlampe 1000 W) bestrahlt. Der Abstand zwischen Lampe und Zellen
betragt dabei 38 cm. Unter diesen Bedingungen entspricht die Bestrahlung einer
Energiedosis von 166 kJ/m? im Bereich von 400-800 nm. Um noch vorhandene
Ro 19-8022-Substanz zu entfernen, werden die Zellen noch zweimal mit PBSCMF
gewaschen. Danach werden sie in Vollmedium im Brutschrank aufbewahrt (37 °C,
5% COy). Zusatzlich zu diesen Ansatzen und der Kontrolle mit den
ungeschadigten Zellen wird eine weitere Flasche mit Zellen vorbereitet. Diese wird
direkt vor der Aufarbeitung (zum Zeitpunkt t=0), nach obiger Anleitung geschadigt.
Nach Durchflihrung der alkalischen Elution wird die Anzahl der induzierten DNA-
Modifikationen im geschadigten Ansatz ohne Reparatur (t=0) mit 100% Schaden
gleichgesetzt. Die Restschaden mit den Ansatzen, bei denen Reparatur

stattgefunden hat, werden prozentual dazu berechnet.

424 Bestimmung der Enzymaktivitat von Reparaturenzymen und

Zellextrakten mittels Cleavage-Assay

Mit Hilfe des Cleavage-Assay kann die in-vitro-Reparaturenzymaktivitat von
Zellextrakten und reinen Enzymen bestimmt werden. Dazu werden
Oligonukleotide verwendet, die an einer definierten Position eine Modifikation
tragen, die ein Substrat fur ein bestimmtes Reparaturenzym ist. Inkubiert man das
Substrat mit einem Zellextrakt bzw. Enzym das diese Lasion erkennt und

prozessiert, erhdlt man ein kirzeres Oligonukleotid. Im vertikalen, 20%igen
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Acrylamid-Gel lassen sich die beiden Oligonukleotidformen (geschnitten und
ungeschnitten) durch unterschiedliches Wanderungsverhalten im elektrischen Feld
voneinander trennen. Zur Detektion und Quantifizierung wird das Oligonukleotid

5’ mit radioaktivem *Phosphor markiert.

4.2.4.1 Herstellung von Zellextrakten

Zur Herstellung von Zellextrakten werden ca. 10 Millionen Zellen verwendet. Die
Zellen werden unter Zusatz von 2 ml PBSCMF mit einem Zellschaber von den
Flaschen abgeldst und zentrifugiert (5 min bei 1000 x g und 4 °C). Anschliel3end
werden die Zellen noch zweimal mit kaltem PBSCMF gewaschen (5 min bei

1000 x g und 4 °C) und direkt weiterverarbeitet oder bei -70 °C eingefroren.

Die Zellpellets werden mit 200 ul Lysepuffer versetzt und die Zellwande durch eine
Ultraschallbehandlung (35 W, 3x20 Impulse, 10kHz) aufgebrochen. Die
Zellsuspension wird dann fur 45 min bei 85000 x g und 4 °C zentrifugiert, um
Zelltrimmer abzutrennen. Der Uberstand wird abgenommen und darin der

Proteingehalt nach Bradford bestimmt.

4.2.4.2 Herstellung der Enzymsubstrate

Zur Herstellung der Enzymsubstrate fir OGG1-, Fpg- und MutY-Protein werden
10yl  des zu markierenden  Oligonukleotids (2 pmol/ul) mit 1 pl
T4-Polynukleotidkinase (PNK; 9 u/ul), 2ul PNK-Puffer (10x), 2 pl H,O dest. und
5 ul P-ATP versetzt und nach Mischen 1 h bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
Direkt im Anschluss wird das markierte Oligonukleotid aufgereinigt, um
liberschiissiges **P-ATP zu entfernen. Dazu fiigt man 180 yl TE-Puffer, 55 pl
NaCL (5 M), 20 yl SDS (10%) und 300 pl Chloroform/Ethanol (1:1) hinzu und
durchmischt die Losung eine Minute mit einem Vortex-Gerat. Anschliel3end stellt
man die Probe fur 2 min auf Eis. Danach zentrifugiert man das Reaktionsgefaf} fur
2 min bei 12000 U/min und 4 °C. Der wassrige Uberstand wird abgenommen, mit

5 pl Acrylamid (0,25%) und 1 ml Ethanol versetzt, kurz gevortext und fir 30 min
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bei 12000 x g und 4 °C zentrifugiert, um die gefallte DNA abzutrennen. Nun wird
der Uberstand entfernt und das Oligonukleotid bei gedffnetem Deckel 1 Stunde
getrocknet. Das getrocknete Pellet wird anschlieBend in 50 pyl TE-Puffer
aufgenommen und gelost. Zur anschlieenden Hybridisierung mit einem
komplementaren Oligonukleotid werden 20 ul des markierten Oligonukleotids mit
20 yl komplementaren Oligonukleotid versetzt und fir 5min bei 95°C im
Heizblock inkubiert. Nach dem langsamen Erkalten des Heizblocks auf unter

30 °C kann die Lésung bei -20 °C gelagert werden.

4.2.4.3 Nachweis der 8-oxoG-Glykosylase-Aktivitat

Zur Messung der 8-oxoG-Glykosylase-Aktivitat wird ein *?P-markiertes
Oligonukleotid mit folgender Sequenz verwendet: 5-GGC TTC ATC GTT GTC
(8oxoG)CA GAC CTG GTG GAT ACC G-3. Dieser Strang wird mit einem
komplementaren Strang hybridisiert, der an Position 19 ein Cytosin enthalt, so
dass ein 8-0xoG:C Basenpaar entsteht. Zur Messung der 8-oxoG-Glykosylase-
Aktivitat von Zellextrakten werden bis zu 4 pl der Extrakte (Proteingehalt: 1-6 ug)
mit 0,2 yl radioaktiv markiertem Oligonukleotid (25 fmol) versetzt und mit
Lysepuffer auf 16 yl aufgeflllt. Als Negativkontrolle wird der oben genannte
Ansatz ohne Enzym verwendet. Als Positivkontrolle dienen 1 yg Proteinextrakt
einer OGG1 Uberexprimierenden HelLa-Zelllinie. Die Ansatze werden fir 60 min
bei 37 °C inkubiert. Anschliefend wird 1,6 ul NaOH (1 M) zugesetzt und weitere
15 min bei 37 °C inkubiert. Dann werden 4 ul Stopp-Puffer zugesetzt, kurz
gevortext und die Proben flr 5 min bei 95 °C im Heizblock inkubiert, um die DNA
zu denaturieren. Die Proben kénnen nun auf ein Polyacrylamid-Gel aufgetragen
werden (vgl. 4.2.4.5).

4.2.4.4 Nachweis der Enzymaktivitiat von MutY-Protein

Da MutY-Protein fehlgepaartes Adenin gegenltber 8-oxoG erkennt, dieses aus

dem Strang entfernt und dadurch an dieser Position eine AP-Stelle erzeugt, wird
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zum Nachweis der MutY-Enzymaktivitat, der dem 8-oxoG komplementare Strang

radioaktiv markiert.

Zur Messung der Enzymaktivitat werden 11,8 yl MutY-Reaktionspuffer vorgelgt,
mit 0,2 pl radioaktiv markiertem Substrat versetzt und anschlieRend 4 ul MutY-
Protein in abnehmender Konzentration (30-0,09 ug/ml in Reaktionspuffer) dazu
pipettiert und der Reaktionsansatz bei 37 °C fur drei Stunden im Wasserbad
inkubiert. Nach der Enzyminkubation werden die Proben wie in Punkt 4.2.4.3
beschrieben weiter prozessiert und anschlieBend auf ein Polyacrylamid-Gel

aufgetragen (vgl. 4.2.4.5).

4.2.4.5 Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Die Analyse der Produkte zum Nachweis der Enzymaktivitat aus 4.2.4.3 und
4.2.4.4 erfolgt in 20%igen Polyacrylamid-Gelen, die Harnstoff (7 M) enthalten.
Zum Erstellen des Gels pipettiert man zu 6 ml des Polyacrylamid-Mixes 60 ul APS
(10%) und 6 pyl TEMED in ein Greiner-Réhrchen. Nach kurzem Schwenken wird
die Losung in die vorbereitete Gelkammer gegossen und der Kamm eingebracht.
Nach dem Ausharten des Gels (ca. 20 min), werden die Proben auf das Gel
geladen. Die Elektrophorese wird fur 40 min bei 400V mit TBE als Laufpuffer
durchgefuhrt. Die fertigen Gele werden der Kammer entnommen, in Plastikfolie
eingeschweil’t, Uber Nacht ein Radio-Detektionsfiim aufgelegt und dieser
anschlieRend mit einem Storm® Phosporimager analysiert (Abbildung 17). Aus
dem Verhaltnis der Intensitaten zwischen eingeschnittenen und nicht

eingeschnittenen Oligonukleotiden Iasst sich die Aktivitat der Enzyme berechnen.
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Abbildung 17: Denaturierendes Polyacrylamid-Gel von 2p_markierten 34-mer Oligonukleotiden
nach Inkubation mit abnehmender Konzentration an MutY-Protein (30-0,09 pg/ml)
und einem Zellextrakt aus F11.1 Mausembryofibroblasten (6 ug), visualisiert durch
Aufnahme mit Storm® Phosphorimager.

4.2.5 Mutations-Assay mit transgenen Big Blue®-Miusen

4.2.5.1 Prinzip

Der Big Blue® Mutations-Assay der Firma Stratagene ist eine in vivo Testmethode,
die zur organspezifischen Testung von spontanen und induzierten Mutationen in
so genannten Big Blue® Mausen (Kohler et al., 1990) und Big Blue® Ratten

benutzt werden kann.

Die Basis flur diese Testmethode bildet ein 45.5 kb langer ALIZ shuttle vector, der
als Transgen in das Genom von Mausen und Ratten integriert wurde. Homozygote
Mause tragen ungefahr 40 Kopien dieses Vektors an einer einzigen
Integrationsstelle auf Chromosom Nummer 4 (Dycaico et al., 1994). Dieser ALIZ
tragt wie in Abbildung 18 dargestellt, die genetische Information flr das bakterielle
lacl® Gen (im Folgenden als /acl bezeichnet) und den a-Teil des bakteriellen /acZ

Gens (alacZ).
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Abbildung 18: BigBIue® ALIZ shuttle vector.

Das lacl Gen, welches flir das bakterielle Lac Repressor-Protein codiert, stellt
hierbei das Targetgen fur die Mutagenese dar. Als Reportergen fungiert das
bakterielle alacZ Gen, welches fur den a-Teil der p-Galaktosidase codiert. Liegt
das Lac-Repressor-Protein funktionsfahig vor, verhindert es in Bakterien die
Transkription des alacZ Gens. Mutationen im /ac/ Gen jedoch, die zu einer
Inaktivierung des Lac-Repressor-Proteins fuhren, erlauben die Transkription des
alacZ Gens und es kommt zur Bildung des Reporterproteins, dem a-Teil der
B—Galaktosidase. Fusionieren die a- und die B-Form der B-Galaktosidase in
bestimmen Bakterienstdammen, so kénnen Mutationen auf einem X-Gal haltigen
Agar sichtbar gemacht werden. Eine funktionelle p-Galaktosidase wandelt das

Substrat zu einem blauen Indigofarbstoff um.

Die praktische Versuchsdurchfihrung, wie in Abbildung 19 dargestellt, gliedert

sich in diverse Einzelschritte, die im Folgenden naher beschrieben werden sollen.
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Abbildung 19: Schematischer Ablauf des Big Blue® Mutations-Assay.

4.2.5.2 Isolation genomischer DNA

Zur DNA-Isolation aus verschiedenen Mauseorganen wird ein RecoverEase™-

DNA-Isolations Kit der Firma Stratagene verwendet.

Dazu wird zuerst 5 ml eisgektihlter Lysepuffer | in einen sterilen Wheaton Dounce
Gewebehomogenisator gegeben und eine definiete Menge des zu
untersuchenden Gewebes zugesetzt (Leber: 50-80 mg; Lunge: ca. 175 mg).
Durch zehnmaliges Auf- und Abbewegen mit Pistil B, wird das Gewebe
homogenisiert. Zur Freisetzung der Zellkerne aus dem Homogenisat wird der
Arbeitsschritt noch achtmal mit Pistill A wiederholt. Die so erhaltene Suspension
wird nun durch ein steriles Zellsieb in ein 50 ml Greiner-Rdhrchen filtriert, um nicht
zerkleinerte Gewebebestandteile abzutrennen. Gewebehomogenisator und
Zellsieb werden anschliefend mit 3 ml Lysepuffer gespult. Um die Zellkerne zu
erhalten, werden diese fir 12 min bei 1100 x g und 4 °C zentrifugiert, der

Uberstand abgenommen und die Uberschiissige Flissigkeit mit einem sterilen
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Tupfer entfernt. Um die Zellkerne zu lysieren, werden pro Ansatz 70 pl einer
Lyselésung Il zugesetzt und durch leichtes Schwenken das Pellet von der
Bodenwandung abgeldst. AnschlieRend wird die Probe in ein auf 50 °C
temperiertes Wasserbad gegeben und 70 pl Proteinase K-Losung zugesetzt. Das
geschlossene Réhrchen wird unter leichtem Schwenken fir 45 Minuten bei 50 °C
im Wasserbad inkubiert. Nach der Inkubation wird die hoch viskose DNA mit einer
abgeschnittenen Pipettenspitze auf eine Dialysemembran Uberfuhrt, die auf einem
Liter sterilen TE-Puffer schwimmt. Nach 24-stindigem leichte Ruhren wird der TE-
Puffer erneuert und die Probe flr weitere 16 Stunden inkubiert. Die vollstandig
hydratisierte DNA wird nun in ein Eppendorfgefald Gberfihrt und kann fir bis zu

vier Wochen bei 4 °C gelagert werden.

4.2.5.3 Verpackung der DNA in A Phagen

Die Gewinnung des ALIZ shuttle vectors aus der genomischen DNA und die
anschlieBende Verpackung in Phagen wird mit dem Transpack® Packaging

Extract der Firma Stratagene durchgefihrt.

Bevor die Gewinnung und Verpackung des ALIZ shuttle vectors durchgeflihrt
werden kann, muss eine E. coli SCS-8 Flussigkultur angesetzt werden, die im
weiteren Versuchsverlauf bendtigt wird. Dazu uberfihrt man wenige Kolonien
einer SCS-8 Ubernachtkultur (auf LB-Tetracyclin-Agarplatte) mit einer sterilen
Impfése in ein steriles 50 ml Inkubationsgefal, das 20ml NZY broth
Flissigmedium und 250 yl Maltose/MgSO4-Lésung enthalt. Diese SCS-8
Flussigkultur wird nun fur 4 bis 6 h unter Schutteln (250 — 300 U/min) bei 37 °C
inkubiert. Danach werden die Bakterien bei 1000 x g flr 10 min pelletiert und in
10 ml MgSO,4 (10 mM) resuspendiert. Nach Vermessen der optischen Dichte bei
600 nm (ODeqg), werden die Bakterien auf eine ODggp von 0,5 mit sterilem MgSQO4
(10 mM) verdunnt. Diese so genannte Ausplattierungskultur wird auf Eis gelagert

und sollte innerhalb von 2 h fur den Versuch eingesetzt werden.

FUr die eigentliche Verpackungsreaktion wird ein Rohrchen ,Verpackungsmix [*
des Herstellers vorsichtig aufgetaut und mit 12 ul der zu verpackenden DNA aus

Kapitel 4.2.5.2 versetzt. Mit einer abgeschnittenen Pipettenspitze werden die
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Lésungen durch dreimaliges Auf- und Abpipettieren gemischt und anschlielend
fir 90 min bei 30 °C im Wasserbad inkubiert. Dann wird zu jeder Probe 12 pl
,verpackungsmix II“ gegeben, durch funfmaliges Auf- und Abpipettieren gemischt
und die Probe fur weitere 90 min bei 30 °C inkubiert. Danach werden die Proben
mit 966 ul sterilem SM-Puffer versetzt, flir 10 s bei héchster Stufe mittels eines
Vortex-Gerates gemischt und anschlie®end auf Eis gelagert. Die genomische DNA
aus den Mausen wurde in A Phagen verpackt (,gepackte Phagen®) und kann nun

zur Transfektion von Bakterien eingesetzt werden.

4.2.5.4 Uberpriifung der Verpackungsreaktion

Bevor die in Phagen verpackte DNA mit E. coli Bakterien fir den endglltigen
Versuch ausplattiert werden kann, muss die Effizienz der Verpackungsreaktion
uberprift werden. Dazu werden 200 pl der Ausplattierungskultur aus Punkt 4.2.5.3
in ein steriles Greinerrdhrchen gegeben und mit 1 uyl der gepackten Phagen
versetzt. Damit die Phagen an die Bakterien adsorbieren konnen, wird die
Mischung fur 15 min bei 37 °C inkubiert. Anschlielend werden 3-4 ml
geschmolzene BigBIue®—Topagarose zugegeben und die Mischung auf einer
BigBlue®—Bottom-Agar-PIatte ausplattiert. Die Platten werden anschliel3end Uber
Nacht bei 37 °C inkubiert und am nachsten Morgen die Anzahl der Plaque
bildenden Einheiten (pfu = plaque forming units) bestimmt. Daraus lasst sich die
Anzahl der pfu errechnen, die pro Verpackungsreaktion erhalten wurden.

Idealerweise werden pro Reaktion bis zu 100000 pfu erhalten.

4.2.5.5 Ausplattierung der verpackten DNA Proben

Typischerweise werden fir einen Ausplattiervorgang 14 Screeningplatten
(500 cm?) mit je 250 ml BigBlue®-Bottom-Agar benétigt. Die Platten werden vor
der Verwendung auf 25°C temperiert und werden wie folgt verwendet:
2 Verdinnungsplatten (V1 + V2), 4 Platten mit Farbkontrollen (CM 0, CM 1, CM 2
und CM3) und 8 Platten zur Ausplattierung (A1-A8). Zur Zeit- und



Material und Methoden 86

Kosteneinsparung koénnen ohne Sensitivitatsverluste bis zu 30000 pfu pro
Screeningplatte (Heinmoller et al., 2000) ausplattiert werden. Dazu wird aus
parallelen Verpackungsreaktionen (vgl. Punkt 4.2.5.3) das Volumen entnommen,
das theoretisch 320000 pfu beinhaltet, mit 2 ml SCS-8 Flussigkultur aus Punkt
4.2.5.3 versetzt und fir 15 min im Wasserbad bei 37°C inkubiert, damit sich die
Phagen an die Bakterien anheften kdénnen. Als interne Kontrolle werden bei jedem
Experiment nach Vorschrift des Herstellers Phagen, die /lac/ Abschnitte mit
definierten Mutationen beinhalten (Farbkontrollen CM 0, CM 1, CM 2 und CM 3),
ausplattiert. Dazu werden 50 ul der entsprechenden Farbkontrolle mit 2 ml SCS-8
Flussigkultur versetzt und 15 min bei 37 °C inkubiert (Réhrchen CM 0-3). In der
Zwischenzeit werden fur die Ansatze V1 + V2 und A1 — A8 jeweils 2 ml SCS-8
FlUssigkultur in ein steriles 50 ml Rdhrchen gegeben. Ist die Inkubationszeit
beendet, werden die Rohrchen aus dem Wasserbad entnhommen und der
Phagen/Bakterienmix auf die Roéhrchen A1-A8 aufgeteilt. Zur Ausplattierung wird
jedes Rohrchen mit 35 ml X-Gal haltigem (1,5 mg/ml) BigBIue®-Topagar versetzt
und jede Probe zlgig auf eine Screeningplatte gegeben. Damit der Topagar
ausharten kann, werden die Deckel im 45° Winkel aufgelegt und die Platten fir
2 Stunden bei Raumtemperatur getrocknet. AnschlieRend kénnen die
Screeningplatten verschlossen und fur 16 — 20 Stunden bei 37 °C inkubiert

werden.

4.2.5.6 Mutantenscreening

FiUr das Screening der Mutanten werden zuerst die Farbkontrollen CM 0—-CM 4 auf
einer Lichtbank ausgewertet. Die Mutanten sind als blaue pfu in verschiedenen
Farbintensitaten zu erkennen. Werden bei der Auszahlung pro Farbkontrollplatte
15-25 pfu gefunden, hat der Versuch funktioniert und es kénnen die restlichen
Platten ausgewertet werden. Auf den Platten V1 + V2 werden alle pfu ausgezanhlt.
Daraus lasst sich die Anzahl der total ausplattierten pfu berechen. Auf den Platten
A1-A8 werden sorgfaltig alle blauen, d.h. ,mutierten® pfu identifiziert, mit einer
Pipettenspitze aus dem Agar herausgeldst und in 500 pl SM-Puffer dberfahrt. Um

Bakterienwachstum in diesen Ansatzen zu verhindern, wird in jedes
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Reaktionsgefal® 50 pyl Chloroform gegeben und kurz mit einem Vortex-Gerat
gemischt. Die Proben werden tber Nacht bei 4 °C gelagert, damit die Phagen aus

dem Agar herausdiffundieren kdnnen.

Zur Berechnung der Mutationsfrequenz wird der Quotient aus der Anzahl der

,mutierten“ pfu und der Anzahl der total ausplattierten pfu gebildet.

4.2.5.7 Amplifizierung und Sequenzierung des lac/-Gens der Mutanten

Bevor die mutierten DNA-Abschnitte amplifiziert und sequenziert werden kdnnen,
mussen die sie enthaltenden Phagen erneut verdunnt ausplattiert werden, um
Kontaminationen durch nicht mutierte pfu zu verhindern. Dies erfolgt mit leichten

Modifikationen, wie in Kapitel 4.2.5.5 beschrieben.

Zur Amplifikation der mutierten DNA-Sequenz mittels PCR werden die Phagen
zuerst lysiert. Dazu werden 11 pl H,O mit 11 pyl PCR Puffer (10x), 10 ul Phagen-
Lésung und 1,5 ul Proteinase K-Losung versetzt. Dieser Mix wird flir 60 min bei
52 °C im Thermocycler und anschlieffend fur 10 min bei 96 °C inkubiert, um die
Proteinase K zu inaktivieren. 8 ul dieser lysierten Phagenlosung werden mit 8,5 pl
H20, 1,7 ul PCR-Puffer (10x), 2 yl dNTP-Mix (2,5 mM), 2 uyl Primer Lacl #1A, 2 pl
Primer Lacl rev und 0,5ul Pfu Turbo Polymerase versetzt. Mit diesem
Reaktionsansatz und dem entsprechenden Temperaturprogramm (5 min bei
95 °C; 30 Zyklen: 30 s bei 95 °C, 45 s bei 53 °C und 60 s bei 72 °C; 10 min bei
72 °C) wird ein DNA-Fragment des kompletten bakteriellen /lac/ Gens amplifiziert.
Die erfolgreiche Amplifikation wird durch das Auftragen eines Teils des

Reaktionsansatzes auf ein Agarosegel Uberprtift.
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Abbildung 20: PCR-Produkte verschiedener Mutanten. Es wurde das komplette bakterielle
lacl-Gen mittels PCR amplifiziert (1483 bp) und in einem 2%igen Agarosegel
aufgetrennt. Nach Anfarbung mit Ethidiumbromid wurden die Banden quantifiziert.
M = DNA-Marker Roche VI.

Die nicht aufgetragenen PCR-Produkte werden anschlieRend mit einem GFX™
PCR DNA and Gel Purification Kit (Amersham Pharmacia) nach Anleitung des
Herstellers aufgereinigt, um Uberflissige Primer und Nukleotide zu entfernen.
Nach erneuter Auftrennung im Agarosegel und Konzentrationsbestimmung

werden die Proben zur Sequenzierung abgegeben.

Zur ldentifizierung von Mutationen wurden die erhaltenen Sequenzen mit dem

Programm Chromas Pro mit der Wildtyp-Sequenz verglichen.

4.2.6 Mitochondrialer DNA-Relaxationsassay

4.2.6.1 Prinzip des DNA-Relaxationsassay

Das Prinzip des DNA-Relaxationsassays (vgl. Abbildung 21) beruht darauf, dass
PM2-DNA naturlicherweise in einer superspiralisierten Form vorliegt und durch
einen einzigen Einzelstrangbruch in eine weniger kompakte relaxierte Form
uberfuhrt werden kann. Die beiden Formen koénnen aufgrund ihrer
unterschiedlichen Wanderungsgeschwindigkeit mit Hilfe der Agarosegel-
elektrophorese getrennt und der Anteil der beiden Formen fluorimetrisch bestimmt
werden. Durch den Einsatz bifunktioneller Reparaturendonukleasen, die spezifisch

DNA-Schaden erkennen, mit ihrer Glykosylase-Funktion die modifizierte Base
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entfernen und mit ihrer AP-Endonuklease-Funktion einen Einzelstrangbruch in die
DNA einflhren, lassen sich verschiedene DNA-Schaden empfindlich detektieren
(Epe et al., 1988). Da auch mitochondriale DNA naturlicherweise in einer
superspiralisierten Form vorliegt, kann auch diese fur den Assay eingesetzt
werden (Hegler et al., 1993). Dies ermoéglicht den Nachweis von

Hintergrundspiegeln  oxidativer DNA-Schaden in  mitochondrialer DNA

verschiedener Mausgenotypen.

DNA-Relaxations-Assay

superhelikale m
ona SIS0 ooogoog
‘ modifizierte Base
v
Schidigung fuululul Tulu]
Inkubation mit
Reparatur-
endonuklease
offene zirkulare ETEEé E
DNA CACACCICICY
Abbildung 21: Prinzip des DNA-Relaxationsassays (nach Pflaum, 1996).

4.2.6.2 Gewinnung von Mitochondrien

Zur Gewinnung von mitochondrialer DNA (mtDNA) werden zuerst Mitochondrien
aus Mauselebern isoliert (Johnson und Lardy, 1967). Um spater eine

ausreichende Menge an DNA gewinnen zu kdnnen, werden die Lebern von zwei
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WY-14,643 behandelten Tieren (vgl. 4.2.1.5) oder mindestens 3 unbehandelten
Tieren (ca. 4-5,5 g Leber), die sich in Alter, Geschlecht und Genotyp nicht
unterscheiden, gepoolt. Das Gewicht der Lebern wird bestimmt und die Organe
zusammen mit BSA-haltigem Homogenisationspuffer in einen Glaspotter gegeben.
Dabei werden pro Gramm Leber 3 ml eisgekuhlter Puffer eingesetzt. Mit einem
elektrisch betriebenen Teflonkolben (600 U/min) werden die Lebern durch
sechsmaliges Auf- und Abbewegen homogenisiert. Zum Abtrennen von
Zelltrimmern und nicht homogenisierten Organbestandteilen wird die Probe flr
10 min, bei 2000 x g und 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wird in ein neues
Zentrifugenrohrchen Uberflhrt, das Sediment erneut mit Homogenisationspuffer
versetzt und anschlie®Bend noch einmal zentrifugiert. Zur Gewinnung der
Mitochondrien werden nun die beiden Uberstéande vereinigt und die Mitochondrien
10 min bei 15000xg wund 4°C abzentrifugiert. Das hellgefarbte
Mitochondrienpellet wird nun vorsichtig mit einer sterilen Impfése von der
Wandung abgeldst, in 3 ml Homogenisationspuffer resuspendiert und in ein neues
Zentrifugenrohrchen Uberfuhrt. Dieser Waschschritt wird jetzt noch einmal
wiederholt und die Mitochondrien zur Bestimmung des Proteingehalts in 3 ml
Homogenisationspuffer ohne BSA aufgenommen. Der Proteingehalt der
Mitochondriensuspension wird mit Biorad-Farbreagenz bestimmt und die
Proteinkonzentration mit Hilfe einer Kalibriergeraden berechnet. Die Suspension
wird nun so verdlinnt, dass sich 16 mg Protein in 1,5 ml Homogenistionspuffer
befinden. Zum Verdau der nuklearen DNA werden die Proben nun mit je 7,5 pl
DNase (2 mg/ml) versetzt und 5 min bei 37 °C im Wasserbad inkubiert. Zum
entfernen der DNase werden die Proben sofort 5min bei 4900 x g Kkalt
abzentrifugiert und anschlie®Bend noch ein Mal mit Homogenisationspuffer
gewaschen. Die Mitochondrien kénnen nun zur Gewinnung von mitochondrialer
DNA lysiert werden (vgl. Kapitel 4.2.6.3).

4.2.6.3 Isolation von mitochondrialer DNA

Zur Gewinnung von mitochondrialer DNA werden die isolierten Mitochondrien aus

Kapitel 4.2.6.2 in 400 ul eiskalter Losung | resuspendiert. Zur Lyse wird 400 pl
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frisch hergestellte, alkalische SDS-haltige Lésung Il zugesetzt und mit einer
Pipette gemischt. Nach einer einminitigen Inkubation bei Raumtemperatur wird
der Reaktionsansatz mit 600 pyl Losung IV neutralisiert und 18 min auf Eis
inkubiert. Dabei fallen Proteinbestandteile als Niederschlag aus und werden durch
Zentrifugation (10 min, 4 °C, 12 000 U/min (Hettich Micro Rapid K; Rotor Nr.
1395)) abgetrennt. Der Uberstand wird nun zweimal einer Phenol-/Chloroform
Extraktion unterzogen (je 400 pl), um Proteine zu entfernen. SchlieBlich wird die
mitochondriale DNA durch Zusatz von 840 ul Isopropanol bei Raumtemperatur
gefallt (30 min) und bei 16000 x g abzentrifugiert. Die mtDNA wird nun noch
zweimal mit EtOH 70% gewaschen, anschlielend in 50 yl BE¢-Puffer gel6st
(15 min bei 37 °C) und bei -20 °C gelagert.

4.2.6.4 Modifizierung von mtDNA und PM2-DNA (Schadensinduktion)

Als interner Standard beim DNA-Relaxationsassay und zur Enzymtestung kénnen
zusatzliche oxidative DNA-Schaden in mtDNA und PM2-DNA mit dem
Photosensibilisator Ro 19-8022 und sichtbarem Licht induziert werden. Zur
Schadigung von PM2-DNA werden 155 yl PM2-DNA (64,5 pg/ml) mit 1645 pl
Phosphatpuffer pH7,4 und 200ul Ro19-8022 Stammldésung (1 mM,;
Endkonzentration 100 uM) versetzt, gemischt und 10 min auf einer eisgekihlten
Tlpfelplatte mit einer Halogenlampe (1000 Watt, 47 cm) bestrahlt. Danach wird
das Gemisch in 5 ml eisgekuhlter Fallungslésung aufgenommen und 30 min auf
Eis gefallt. Die Probe wird 30 min lang zentrifugiert (12000 U/min (Hettich Micro
Rapid K; Rotor 1395)) und der Uberstand verworfen. Die geschadigte DNA wird
nun mit 1000 pl EtOH 70% gewaschen und anschlielend in 200 pl BE4-Puffer

aufgenommen.

Die Schadigung von mtDNA wird analog zur Schadigung von PM2-DNA, jedoch
mit weniger DNA und den dadurch entsprechend korrigierten Volumina
durchgefuhrt. Um die Suszeptibilitdt von PM2- und mtDNA beziglich der Induktion
oxidativer DNA-Schaden zu untersuchen, werden PM2- und mtDNA gemischt und

in einem Ansatz gemeinsam geschadigt.
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4.2.6.5 Enzyminkubation

Eine entsprechende Menge DNA (mtDNA: 0,05 pg; PM2-DNA: 0,1 ug) in BE+-
Puffer wird mit Phosphatpuffer pH 7,4 auf 10 pl aufgefillt und 10 yl BSA-haltiger
BE-Puffer (0,1 mg/ml) hinzugeflgt. Zu den Proben, die einer Enzymbehandlung
unterzogen werden sollen, werden 10 ul einer Fpg-Protein-Mischung (3 pg/ml) in
BE/BSA-Puffer gegeben. Proben, in denen nur die Einzelstrangbriiche analysiert
werden, wird 10 pl BE1/BSA-Puffer zugesetzt und alle Proben fir 30 min bei 37°C
im Wasserbad inkubiert. Zum Abstoppen der Reaktion werden 10 pl Stopppuffer
zugesetzt und die Proben kurz gevortext. Danach kénnen die Proben auf ein
Agarosegel aufgetragen werden (vgl. Kapitel 4.2.6.6). An Stelle des Fpg-Proteins
kdnnen weitere Reparaturendonukleasen verwendet  werden. Die
Anwendungskonzentrationen sowie die Reaktionspuffer dieser Enzyme sind in
Tabelle 7 zusammengefasst. Wird MutY-Protein als Reparaturendonuklease

verwendet, so betragt die Inkubationszeit 3 h.

Enzym Puffer Anwendungskonzentration
Endunuklease Il BE+/ 0,1 mg BSA 30 ng/ml
Endonuklease IV BE+ /0,1 mg BSA 30 ng/ml
Fpg BE+ 0,1 mg/ml BSA 1 pg/ml
MutY MutY-Puffer / 0,1 mg/ml BSA 30 pg/ml
Tabelle 7: Reaktionspuffer und Anwendungskonzentrationen, der im DNA-Relaxationsassay

verwendeten Reparaturendonukleasen.

4.2.6.6 Agarosegel-Elektrophorese

Die Auftrennung der superhelikalen und offen zirkularen DNA-Formen erfolgt
mittels horizontaler Agarosegel-Elektrophorese in einem 0,8%igen Agarosegel.
Hierzu werden 800 mg Agarose in 100 ml 1x TAE-Puffer gegeben und in einem
Erlenmeyerkolben bis zum volligen Auflésen erhitzt. Verdampftes Wasser wird
erganzt und das Gel nach Abktlhlen auf 60 °C in eine Gelkammer gegossen. Nach

dem Ausharten (ca. 30 min bei Raumtemperatur) wird 1x TAE-Puffer zugesetzt. In
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jede Tasche des Gels wird ein Reaktionsansatz (40 ul) aus 4.2.6.5 eingefullt und
bei 80V innerhalb von 120 min aufgetrennt. Anschlieliend wird das Gel zur
Farbung in ein Ethidiumbromidbad (0,5 mg/ml H,O) Uberfihrt und 1 h auf dem
Tischschuttler gefarbt. Alternativ kann die Farbung auch Gber Nacht bei 4 °C im

Klhlschrank durchgefiihrt werden.

4.2.6.7 Auswertung

Zur Auswertung wird das Gel auf einen UV-Leuchttisch (312 nm) gelegt, mit einer
digitalen Kamera aufgenommen und gespeichert. Um die jeweiligen Anteile der
einzelnen DNA-Formen an der gesamten DNA-Menge pro Spur zu bestimmen,

wird Uber die gemessenen Fluoreszenzintensitaten integriert.

Mit Hilfe von Gleichung 4 werden daraus die Zahl der Einzelstrangbriiche und die
Endonuklease-sensitiven DNA-Modifikationen pro Moleklil berechnet. Die
logarithmische Formel berlcksichtigt, dass nur der erste Strangbruch zu einer
Relaxation des Molekuls fuhrt und setzt eine statistisch zuféllige Verteilung
(Poisson-Verteilung) der Strangbriche voraus. Der geringeren Interkalation des
Ethidiumbromids in die superhelikale DNA und die damit verbundene geringere
Fluoreszenz wird durch den Korrekturfaktor 1,42 Rechnung getragen (Lloyd et al.,
1978).

ESS + SSB = -In (1,42 x S)/(1,42x S + R)

Gleichung 4:  Gleichung zur Berechnung der Einzelstrangbriiche (SSB) und Endonuklease-
sensitiven Modifikationen (ESS) im DNA-Relaxationsassay; S = Fluoreszenz-
intensitdt der superhelikalen Form der DNA; R = Fluoreszenzintensitat der
relaxierten Form der DNA.

Um nur die Endonuklease-sensitiven Modifikationen zu erhalten, muss der Anteil
der direkten Einzelstrangbriche in Ansatzen ohne Reparaturendonuklease

bestimmt werden und kann dann subtrahiert werden.
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4.2.7 Statistische Auswertung

Statistische Vergleiche zwischen zwei Datenreihen werden mit dem Student’schen
T-Test durchgefihrt. Die Berechnungen werden mit Microsoft Excel durchgefihrt.
Alle T-Tests werden als zweiseitige Tests durchgefuhrt, dabei werden jeweils zwei
Stichproben mit ungleicher Varianz verglichen (heteroskedastischer Typ). Eine

Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wird als statistisch signifikant betrachtet.

Die statistischen Auswertungen der Mutationsfrequenzen werden mit Hilfe eines
Vierfeldertests durchgefuhrt, wobei eine binominale Verteilung zwischen den
verglichenen Genotypen angenommen  wird. Samtliche moglichen
Genotypkombinationen werden mit dem Programm SPSS 12.0 verglichen und die
Signifikanz mit Hilfe des exakten Tests nach Fisher berechnet. Eine

Wahrscheinlichkeit von p < 0,05 wird als statistisch signifikant betrachtet.
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5 ERGEBNISSE

5.1 Oxidative DNA-Schaden in mitochondrialer DNA

Wie in Kapitel 2.1.1 beschrieben, sind Mitochondrien einer der
Hauptproduktionsorte fir ROS in aeroben Zellen. Selbst unter physiologischen
Bedingungen werden bis zu 2% des durch die mitochondriale Atmungskette
aufgenommenen Sauerstoffs zu Superoxidradikalen reduziert (Boveris et al.,
1972). Aufgrund der nahen raumlichen Lage der Atmungskette zur
mitochondrialen DNA wird spekuliert, dass diese sehr anfallig fir ROS sein kdnnte
(Miquel, 1991). Deshalb sollte untersucht werden, in welchem Ausmal} oxidative
Basenmodifikationen in mitochondrialer DNA (mtDNA) zu finden sind. Da bisher
noch nicht ausreichend geklart ist, welche Rolle das CSB- und das OGG1-Protein
bei der Reparatur mitochondrialer DNA-Schaden spielen, sollten neben Wildtyp
auch Csb”-, Ogg1” und Csb’/Ogg1”-Mause in die Analyse mit einbezogen

werden.

Dazu sollte ein DNA-Relaxationsassay etabliert werden, der es ermdglicht, mit
Hilfe spezifischer Reparaturendonukleasen verschiedene mitochondriale DNA-

Schaden in Mausen zu quantifizieren.

5.1.1 Einsatz eines DNA-Relaxationsassays zur Bestimmung

mitochondrialer DNA-Schaden

Mitochondriale DNA liegt naturlicherweise in einer superspiralisierten Form vor.
Diese Eigenschaft der DNA kann man zur Bestimmung von DNA-Schaden in
miDNA nutzen. Durch spezifische Reparaturendonukleasen, die DNA-
Modifikationen erkennen, diese prozessieren und einen Einzelstrangbruch in die
DNA einflhren, wird die superspiralisierte in eine relaxierte ,offen zirkulare* Form

uberfuhrt. Diese beiden Formen kénnen nun im Agarosegel aufgetrennt werden.

Um eine ausreichende Menge an mtDNA gewinnen zu kdnnen, wurden fur jede

mtDNA-Isolation die Lebern von mindestens 2 Mausen vereinigt. Um den Einfluss
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interindividueller Schwankungen gering zu halten, wurden nur Lebern von Tieren

mit gleichem Geschlecht, Genotyp und Alter zusammengefasst.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 Spur
- - - + + - + + - + + Fpg
<+—— o0z mtDNA
- <+— o0z PM2-DNA
-~ <+— sp mtDNA

——— G——]

PM2-DNA geschéadigte PM2-DNA

mtDNA

Abbildung 22: Trennung von offen zirkularer (oz) und superspiralisierter (sp) mtDNA und PM2-
DNA im Agarosegel (0,8%). In den unbehandelten Ansatzen (Fpg , — “) sind die
Hintergrundspiegel an Einzelstrangbriichen zu erkennen. In den mit Fpg-Protein
behandelten Ansatzen (Fpg , + “) werden oxidative DNA-Schaden erkannt,
prozessiert und das DNA-Molekil in eine offen zirkulare Form Uberfihrt. Mit Ro
19-8022 geschadigte PM2-DNA wurde als interne Kontrolle eingesetzt.

Abbildung 22 zeigt, dass mtDNA und PMZ2-DNA, die in unterschiedlicher
Konformation vorliegen, mittels Agarosegelelektrophorese aufgetrennt werden
konnen. Um auszuschlieRen, dass Reagenzien oder Membranbestandteile aus
der Leber, die bei der Gewinnung der mtDNA im Reaktionsansatz zurlickbleiben,
die Erkennung von DNA-Schaden durch Fpg-Protein beeinflussen, wurde bei der
Enzyminkubation in einigen Ansatzen dem Reaktionsansatz eine interne Kontrolle
zugesetzt. Dazu wurde mit Ro 19-8022 geschadigte PM2-DNA zusammen mit
mtDNA (Spuren 7 und 8; Abbildung 22) und jeweils in separaten Ansatzen
(Spuren 10 und 11; Abbildung 22) mit Fpg inkubiert. Abbildung 23 zeigt, dass
Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitive Modifikationen sowohl in getrennten als

auch in gemeinsamen Ansatzen, in gleicher Hohe erkannt werden.
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Abbildung 23:

ssb Fpg ssb Fpg ssb Fpg ssb Fpg

Anzahl von Einzelstrangbrtichen (ssb) und Fpg-sensitiven Modifikationen (Fpg) in
miDNA und mit Ro 19-8022 geschadigter PM2-DNA. PM2-DNA wurde, wie in
Kapitel 4.2.6.4 beschrieben, geschadigt. Die Schadensdetektion erfolgte fur
miDNA und geschadigte PM2-DNA (ges. PM2-DNA) parallel in getrennten
Ansatzen oder in einem gemeinsamen Ansatz (mittlere 4 Saulen) mittels mtDNA-
Relaxationsassay, wie in Kapitel 4.2.6 beschrieben (vgl. Abbildung 22).
n=3 - 10 £ SD).

Die Anwendbarkeit des mtDNA-Relaxationsassays sollte mit Hilfe eines weiteren

Kontroll-Versuchs getestet werden. Dazu wurde mtDNA mit einer entsprechenden
Menge an PM2-DNA gemischt, mit Ro 19-8022 versetzt und mit sichtbarem Licht
bestrahlt (vgl. 4.2.6.4). Nach Fallung der DNA, Enzymbehandlung und

Auftrennung im Agarosegel wurde das in Abbildung 24 gezeigte Ergebnis

erhalten.
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Abbildung 24: Nachweis von Hintergrundschaden und durch Ro 19-8022 (100 pM) induzierte
Einzelstrangbriiche (ssb) und Fpg-sensitive Modifikationen (Fpg) in mtDNA und
PM2-DNA. mtDNA und PM2-DNA wurden gemischt, mit Ro 19-8022 versetzt und
bestrahlt (vgl. 4.2.6.4). Der induzierte Schaden berechnet sich aus der Differenz
der Hintergrundspiegel zu den insgesamt gemessenen Werten. Da mtDNA und
PM2-DNA unterschiedliche MolekilgroRen besitzen, wurde der Schaden auf
10 kbp bezogen (n=1).

Die Ergebnisse zeigen, dass jeweils gleich viele Schaden mit Fpg-Protein
detektiert wurden und sich mtDNA und PM2-DNA daher in ihrer Suszeptibilitat
gegenuber oxidativen DNA-Schaden also nicht unterscheiden. Die Anzahl der
absolut induzierten Werte in mtDNA und PM2-DNA durch Ro 19-8022 stimmt gut

mit einem friheren Bericht Gberein (Will et al., 1999).

Durch  die  Kontrollversuche konnte also gezeigt werden, dass
Reparaturendonukleasen wie das Fpg-Protein DNA-Modifikationen in mtDNA
quantitativ erkennen und die superspiralisierte Form in eine ,offen zirkulare“ Form
uberfihren kdénnen. Diese beiden Formen kdnnen im Agarosegel aufgetrennt und
quantifiziert werden. Der hier vorgestellte mtDNA-Relaxationsassay ist deshalb zur

Detektion von mtDNA-Schaden geeignet.
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5.1.2 Einfluss eines CSB-, OGG1-, und kombinierten CSB/OGG1-Ausfalls
auf die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in mtDNA

Nach dem Nachweis, dass mit Hilfe des DNA-Relaxationsassays und Fpg Protein
oxidative mtDNA-Schaden in Mauselebern bestimmt werden kdnnen, sollten die

Hintergrundspiegel dieser Schaden in diversen knockout-Mausen untersucht
werden.

Kirzlich wurde gezeigt, dass ein Ausschalten des nuklearen kodierten Ogg7-Gens
in Mausen zu einem kompletten Ausfall der mitochondrialen 8-0x0G:C-
Glykosylaseaktivitat fuhrt (de Souza-Pinto et al., 2001a). Aulierdem wurde
postuliert, dass das CSB Protein eine stimulierende Wirkung auf die

mitochondriale 8-0xoG:C Glykosylaseaktivitat hat (Stevnsner et al., 2002).

Entsprechend der Ausgangshypothese (vgl. Abbildung 1) sollte bei einem
kompletten Wegfall des Ogg7- und Csb-Genproduktes eine starke Veranderung
der Gleichgewichtsspiegel der Fpg-sensitiven DNA-Schaden in mtDNA resultieren.
Daher wurden in 6 bis 12 Monate alten Tieren die Anzahl der Einzelstrangbriche
und der Fpg-sensitiven Modifikationen bestimmt. Dabei wurden folgende
Genotypen verwendet: Wildtyp, Csb”", Ogg1” und Csb”/Ogg1™- .
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Abbildung 25: Hinter}grundspiegel von Einzelstrangbrichen in mtDNA von Wildtyp-, Csb™-,
Ogg1”- und Csb'/'/Ogg1'/'-Méusen im Alter von 6-12 Monaten. Jeder der Punkte
reprasentiert eine mtDNA-Isolation aus 3 Mauselebern des jeweiligen Genotyps.
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In Abbildung 25 sind Einzelstrangbriche mitochondrialer DNA verschiedener
Genotypen aufgetragen. Man erkennt, dass ein Grof3teil der untersuchten Proben
zwischen 5 und 15 Einzelstrangbriiche pro 10° Basenpaare tragt. Die Ergebnisse
zeigen auch, dass es keine erkennbaren Unterschiede zwischen den untersuchten

Genotypen gibt.

In  Abbildung 26 sind Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver Modifikationen
verschiedener Mausgenotypen gezeigt. Wiederum ist zwischen den untersuchten
Wildtyp-, Csb™-, Ogg1”- und Csb”/Ogg1”-Mausen kein signifikanter Unterschied
erkennbar. Die absoluten Zahlen bewegen sich hier zwischen 2 und 12

Modifikationen pro 10° Basenpaare.
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Abbildung 26: Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver DNA-Modifikationen in mtDNA von Wildtyp-,
Csb™-, Ogg'/'- und Csb'/'/Ogg'/'-Méusen im Alter von 6 — 12 Monaten. Jeder Punkt
reprasentiert eine mtDNA-Isolation aus 3 Mauselebern des jeweiligen Genotyps.

5.1.3 Altersabhangigkeit eines kombinierten CSB/OGG1-Ausfalls auf die

Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen

Da die untersuchten jungeren Mause keinen Unterschied an oxidativen mtDNA-

Schaden zeigten, sollte untersucht werden, ob die Schaden erst im Alter ansteigen
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bzw. ob ein altersabhangiger Unterschied zwischen Wildtyp- und
Csb”/0gg1”-Mausen zu erkennen ist (Abbildung 27).
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Abbildung 27: Altersabhangiger Verlauf der Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver Modifikationen in

miDNA von Wildtyp- und Csb'/'/OggT/'-Méusen pro 10° bp. Jeder Punkt
reprasentiert eine mtDNA-Isolation aus 3 Mauselebern des jeweiligen Genotyps
und anschlieBender Bestimmung der Fpg-sensitiven Modifikationen. Zur besseren
Ubersicht wurden teilweise Werte aus Abbildung 26 mit in diese Abbildung

integriert.

Es besteht weder in Wildtyp- noch in double-knockout-Mausen eine Abhangigkeit

der oxidativen DNA-Modifikationen vom Alter. Dennoch zeigen Csb”/Ogg1”-

Mause einen errechneten Anstieg von 0,73 Fpg-sensitiven Modifikationen pro

Lebensjahr.

5.1.4 Nachweis von MutY-sensitiven Lasionen in mtDNA

Nachdem keine altersabhangige Erhdhung der Fpg-sensitiven Lasionen in mtDNA

von Csb”/Ogg1”-Mausen gefunden werden konnte, stellte sich die Frage, ob

8-o0xoG in mtDNA moglicherweise mit Adenin gepaart (8-oxoG:A) vorliegen konnte

und sich dadurch einer Analyse durch Fpg-Protein entzieht (vgl. 2.4.2).



Ergebnisse 102

Zur Klarung diser Frage sollte das E. coli-Protein MutY eingesetzt werden. Wie in
Kapitel 2.4.2.1 beschrieben, spielt MutY eine wichtige Rolle bei der Mismatch-
Reparatur von 8-oxoG:A Fehlpaarungen. MutY-Protein erkennt diese
Fehlpaarung, schneidet Adenin aus dem DNA-Strang heraus und erzeugt dadurch
eine AP-Stelle. Da das MutY-Protein keine AP-Lyase-Funktion besitzt, wird diese
AP-Stelle in vivo durch eine AP-Endonuklease weiter prozessiert und es entsteht
ein Einzelstrangbruch (vgl. 2.4.2). Damit im DNA-Relaxationsassay die durch
MutY erzeugte AP-Stelle in einen Einzelstrangbruch Uberfuhrt und damit detektiert
werden kann, wurde MutY-Protein mit Endonuklease IV zusammen zum
Reaktionsansatz gegeben. Endonuklease IV erkennt normale, 1’-oxidierte und 4’-

oxidierte AP-Lasionen.

Abbildung 28 zeigt die Kombination von MutY-Protein mit Endonuklease IV zur
Detektion von 8-0x0G:A (Spur 3) in mtDNA von Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-
Mausen. Zur Berechnung der absoluten MutY-Werte wurden auch Ansatze ohne

Enzym (Spur 1) und mit Endonuklease IV (Spur 4) quantifiziert.

PM2 DNA mtDNA Wildtyp mtDNA Csb”/0gg1”

Abbildung 28: Nachweis Endonuklease V- und MutY-sensitiver Lasionen in mtDNA von alten
Wildtyp- und Csb'/'/OggT/'-M'ausen. Vor der Auftrennung im Agarosegel (0,8%)
wurden die Ansatze mit folgenden Enzymen behandelt (vgl. 4.1.10.9): Spur 1:
ohne Enzym; Spur 2: MutY 30ug/ml; Spur 3: MutY 30 ug/ml und Endonuklease IV
30 ng/ml; Spur 4: Endonuklease IV 30 ng/ml. Die Enzyminkubation erfolgte fiir 3 h
bei 37 °C. PM2-DNA wurde in verschiedenen Konzentrationen als interne Kontrolle
eingesetzt.

Da rein visuell keine eindeutige Aussage Uber ein Vorhandensein von MutY-
sensitiven Lasionen in der untersuchten mtDNA getroffen werden konnte, wurden

die Banden quantifiziert und das Ergebnis in Abbildung 29 dargestellt.
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Abbildung 29: Einzelstrangbriiche, MutY- und Endo IV- sensitive Lasionen in mtDNA von Wildtyp-
(17 Monate) und Csb'/'/OggT/'-Méusen (27 Monate) (n = 1 — 2). MutY-sensitive
Modifikationen wurden bestimmt durch Kombination der Enzyme MutY (30 pg/ml)
und Endonuklease IV (30 ng/ml).

Die Daten zeigen, dass in mtDNA von Wildtyp- und Csb”/0gg1”-M&usen nur ein
relativ kleiner Anteil an MutY-sensitiven Lasionen zu finden ist. Somit konnte klar
gezeigt werden, dass es nicht zu einer starken Erhéhung von 8-oxoG:A

Fehlpaarungen in mtDNA kommt.

5.1.5 Schadensprofile in mtDNA in Abwesenheit von OGG1 und CSB

Um letztendlich die verschiedensten endogenen DNA-Schaden in mitochondrialer
DNA von Wildtyp und Csb”/0gg”-Mausen besser vergleichen zu kénnen, sind die

Schadensprofile fur beide Genotypen in Abbildung 30 zusammengefasst.



Ergebnisse 104

0,4
Wildtyp Csb™” /0gg1™
3
20,3 -
= W Fpg
e @ Fpg + Endo IV
o 02 | T [ OEndo IV
g OEndo IV + MutY
.% | j ®Endo Il
é Ossb
- 0!1 1 I
[e]
= |
n.b.
0 |

Abbildung 30: mtDNA Schadensprofil von Wildtyp- und Csb'/'/OggT/'-Méusen (n=2-6). Alter der
eingesetzten Méause: Wildtyp = 6-17 Monate; Csb”/Ogg1” = 6-27 Monate.
n.b. = nicht bestimmt.

Man erkennt, dass das mtDNA-Schadensprofil sowohl in den Wildtyp als auch in
den Csb”/Ogg1”-Mausen von Einzelstrangbriichen dominiert wird. Gleichzeitig
variiert die Anzahl der Einzelstrangbriche im Vergleich zu den anderen Werten
am starksten. In geringerer Anzahl sind jeweils Fpg-sensitive Modifikationen und
AP-Stellen erkennbar. Da das Fpg-Protein neben 8-o0xoG:C auch AP-Stellen in der
DNA erkennt (vgl. 2.4.2), sollte durch den Einsatz der Endonuklease IV (erkennt
regulare, 1’-oxidierte und 4’-oxidierte AP-Stellen, vgl. 2.4.2) untersucht werden,
wie viele der Fpg-sensitiven Lasionen auf 8-0xoG:C zurlckzufuhren sind. Durch
die Kombination von Fpg und Endo IV erkennt man, dass nur ein geringer Teil der
Fpg-sensitiven Lasionen auf 8-oxoG:C zurtckzufihren ist. Durch den Einsatz der
Endonuklease Ill (sie erkennt im Vergleich zur Endonuklease IV keine
1’-oxidierten AP-Lasionen, zusatzlich aber noch 5,6-Dihydropyrimidine und Fapy-
Adenin) konnte gezeigt werden, dass in mtDNA weder 1’-oxidierten AP-Lasionen,
noch Fapy-Adenin zu finden sind. Durch die Verwendung einer Kombination von
MutY-Protein mit Endo IV konnte aullerdem gezeigt werden, dass quasi kein

8-0xoG in mitochondrialer DNA zu finden ist, das mit Adenin fehlgepaart vorliegt.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass sich die Schadensprofile
mitochondrialer DNA aus Wildtyp- und Csb”/0gg1”-Mausen nicht unterscheiden

und dass Uberwiegend Einzelstrangbriiche und AP-Stellen nachweisbar sind.

5.2 Wirkungen des Peroxisomenproliferators WY-14,643

Um 2zu uberprifen, ob der Peroxisomenproliferator WY-14,643 Uber eine
Stimulation der Acyl-CoA-Oxidase1 oxidative DNA-Schaden induziert und damit in
Peroxisomen generierte ROS in der Lage sind DNA zu schadigen, sollte mit der
Substanz sowohl die Hepatomzellinie HEPA1 als auch Wildtyp- und

reparaturdefiziente Csb”/Ogg1”-Mause behandelt werden.

5.2.1 Oxidative DNA-Schaden durch WY-14,643 in HEPA1 Zellen

Die Frage, ob der Peroxisomenproliferator (PP) WY-14,643 einen Einfluss auf die
Spiegel oxidativer DNA-Modifikationen hat, wurde zunachst an einer
Hepatomzelllinie der Maus (HEPA1) untersucht, da PP-induzierte Effekte
besonders in der Leber von Nagern auftreten. Dazu wurden die Zellen fir 24 h mit
ansteigenden Konzentrationen WY-14,643 unter normalen Zellkulturbedingungen
behandelt und anschlieBend Einzelstrangbriche sowie Fpg-sensitive
Modifikationen mit der Alkalischen Elution bestimmt (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Einfluss von WY-14,643 auf die Spiegel an Einzelstrangbriichen (ssb) und Fpg-
sensitiven DNA-Modifikationen (Fpg) in HEPA1-Zellen. Die Zellen wurden fir 24 h
mit WY-14,643 behandelt und die DNA-Modifikationen mittels Alkalischer Elution
quantifiziert (n=3).

Man erkennt, dass es unter einer Behandlung von HEPA1-Zellen mit WY-14,643
weder zu einer Erhdhung der Einzelstrangbriche, noch zu einer signifikanten

Erhéhung der Fpg-sensitiven Modifikationen kommt.

Eine Erklarung fur die fehlende Wirkung des PP auf die oxidativen DNA-Schaden
im Zellkern kdénnte darin liegen, dass cytosolische Antioxidantien wie Glutathion
ausreichend in der Lage sind, die reaktiven Sauerstoffspezies aus den
Peroxisomen abzufangen und so deren Vordringen zur nukledren DNA zu
verhindern. Um diese Hypothese zu testen, wurden HEPA1-Zellen durch
24-stiindige Behandlung mit Buthioninsulfoximin zunachst Glutathion-depletiert
und anschlielfend mit WY-14,643 behandelt (vgl. 4.2.1.3). Die Ansatze wurden
nach der Behandlung aufgeteilt. In einer Halfte wurde der Glutathion-Gehalt
gemessen (vgl. 4.2.1.4), um die Abwesenheit dieses Antioxidans zu verifizieren, in
der anderen Halfte des Ansatzes wurde mittels Alkalischer Elution die Anzahl

oxidativer Basenmodifikationen bestimmt. Trotz effektiver Glutathion-Reduktion
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des Antioxidans Glutathion, welche die Induktion oxidativer DNA-Modifikationen
durch ROS beglinstigen sollte, konnte keine signifikante Zunahme dieser DNA-

Schaden detektiert werden (Daten nicht gezeigt).

Eine weitere Erklarung fur ein fehlendes Ansprechen der HEPA1-Zelllinie auf die
Behandlung mit dem Peroxisomenproliferator konnte in einer Entdifferenzierung

der Zelllinie wahrend der malignen Entartung begriindet sein.

Da fast alle Peroxisomenproliferator-vermittelten Effekte an den so genannten
Peroxisomenproliferator aktivierten Rezeptor alpha (PPARa) gekoppelt sind
(Peters et al.,, 1997), sollte die Expression dieses Rezeptors mit Hilfe der

Reversen-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR) untersucht werden.

Mouse
HEPA1

il -

654 bp

Abbildung 32: Expression des Peroxisomenproliferator aktivierten Rezeptors alpha (PPARa) in
primaren Hepatozyten der Maus und der Hepatomzelllinie HEPA1. Zur
Untersuchung der Genexpression von PPARa wurde RNA isoliert (vgl. 4.2.2.9),
diese mit Reverser Transkriptase in cDNA umgeschrieben und mittels PCR ein
spezifisches Amplifikat (654 bp) generiert (vgl. 4.2.1.6). Die Reaktionsprodukte
wurden in einem Agarosegel (2%) aufgetrennt. M = DNA-Marker Roche VI.

Abbildung 32 zeigt, dass PPARa nicht in HEPA1-Zellen exprimiert wird. Als
Positivkontrolle wurde fur den Versuch RNA aus der Leber einer Maus eingesetzt.
Hier ist deutlich eine Expression des Peroxisomenproliferator aktivierten

Rezeptors zu erkennen.

Die Ergebnisse zeigen, dass ohne eine Expression von PPARa keine

PP-vermittelten Effekte in HEPA1-Zellen untersucht werden kdonnen.
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5.2.2 Einfluss von WY-14,643 auf das Korpergewicht von Wildtyp- und
Csb”/0Ogg1”-Miusen

Zur Untersuchung, ob der Peroxisomenproliferator WY-14,643 oxidative DNA-
Schaden in vivo erzeugt, wurde die Substanz Uber eine spezielle Prifdiat in einer
Konzentration von 0,025% Uber unterschiedlich lange Zeitrdume an die

Versuchstiere ad libitum verabreicht (vgl. 4.2.2.5).

Um toxische Effekte durch die Substanz ausschlie®en zu koénnen, wurde
wochentlich das Korpergewicht der Wildtyp- (Abbildung 33) und Csb”/Ogg1”-
Tiere (Abbildung 34) bestimmt.
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Abbildung 33: Entwicklung des Kdrpergewichts in Wildtyp-Mausen unter einer Behandlung mit
WY-14,643 und unbehandelten Kontrolltieren. Die Substanz wurde in einer
Konzentration von 0,025% dem Haltungsfutter beigemischt und fir 6 Wochen ad
libitum verabreicht. Alter der eingesetzten Tiere: 3 Monate. Wildtyp + WY-14,643:
n=6; Wildtyp: n=5.

Sowohl der Gewichtsverlauf der behandelten Wildtyp- als auch der behandelten
Csb”/0gg1”-Tiere unterscheidet sich kaum vom Gewichtsverlauf der
unbehandelten Kontrolltiere. Selbst nach 6-wochiger Behandlung der Tiere mit
0,025% WY-14,643 kommt es nicht zu einer Abnahme des Koérpergewichts. Dies
deutet darauf hin, dass WY-14,643 in der gewahlten Konzentration generell nicht

zu toxischen Effekten in den behandelten Kollektiven fuhrt.
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Abbildung 34: Entwicklung des Korpergewichts in Csb”/0gg1™”-Mausen unter einer WY-14,643
Behandlung und in unbehandelten Kontrolltieren. Die Substanz wurde in einer
Konzentration von 0,025% dem Haltungsfutter beigemischt und den Tieren ad
libitum verabreicht. Alter der eingesetzten Tiere: 3 Monate. Csb'/'/OggT/' +
WY-14,643: n=6; Csb”/Ogg1”: n=2.

5.2.3 Einfluss von WY-14,643 auf das Lebergewicht von Wildtyp und
Csb”/0Ogg1”-Miusen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass der Peroxisomenproliferator WY-14,643 in
der angewendeten Konzentration weder in Wildtyp- noch in Csb”/Ogg1”-Méusen
toxische Effekte zeigt, sollte untersucht werden, ob die Tiere pharmakologisch auf
die Behandlung ansprechen. Als sehr guter Marker kann hier das Verhaltnis von
Lebergewicht zum Korpergewicht herangezogen werden. Wie in Kapitel 2.1.3.2
beschrieben, flihren PP zu einer stark vergroRerten Leber und damit zu einem

Anstieg des Lebergewichts.

Zur Bestimmung dieses Faktors wurden die Tiere gewogen (vgl. 4.2.2.6),
anschlieBend die Leber enthommen (vgl. 4.2.2.7) und auch von dieser das
Gewicht bestimmt. Durch Bildung des Quotienten aus Leber- und Kdrpergewicht,
erhalt man eine charakteristische Grof3e, mit der das Ansprechen der Tiere auf die

Behandlung beurteilt werden kann.
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Abbildung 35: Einfluss einer WY-14,643 Behandlung auf das Lebergewicht von Wildtyp- und
Csb”/0gg1”-Mausen. Die Substanz wurde in einer Konzentration von 0,025%
dem Haltungsfutter beigemischt und fiir 2 bis 16 Wochen den Mausen ad libitum
verabreicht. Fur kirzere Zeitpunkte wurde den Mausen WY-14,643 (100 mg/kg
Kdrpergewicht) per Schlundsonde verabreicht. Zum Zeitpunkt der Analyse waren
die Tiere 4-5 Monate alt. n=1-9; n.b. = nicht bestimmt.

Abbildung 35 zeigt das Verhaltnis von Leber- zu Korpergewicht in Prozent. Man
erkennt, dass sowohl in unbehandelten Wildtyp- als auch unbehandelten
Csb”/0gg1”-Mausen die Leber ca. 5% des Gesamtkdrpergewichts ausmacht.
Unter der Behandlung mit WY-14,643 kommt es bei beiden Genotypen zu einer
kontinuierlichen Zunahme des Lebergewichts, bevor nach ca. zwei Wochen ein
Zustand erreicht wird, bei dem das Lebergewicht auf einem Niveau von 16% des
Korpergewichts persistiert. Zur Verdeutlichung ist die Gewichtszunahme einer
behandelten Leber im Vergleich zu einer unbehandelten Leber in Abbildung 36

dargestellt.
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Abbildung 36: Gewichtszunahme einer Nagerleber nach der Behandlung mit 0,025% WY-14,643
(2) im Vergleich zur unbehandelten Leber (1) einer Kontrollmaus. WY-14,643
wurde fir 16 Wochen einer Csb'/'/OggT/'-Maus ad libitum verabreicht und dann die
Leber enthommen. Die Tiere waren zum Zeitpunkt der Analyse 5 Monate alt.

Die Ergebnisse zeigen, dass Wildtyp und Csb”/Ogg1”-Mause bereits nach kurzer
Behandlungsdauer in gleicher Weise auf eine Behandlung mit WY-14,643

ansprechen.

5.2.4 Einfluss von WY-14,643 auf die Expression der Acyl-CoA-Oxidase in

Mauselebern

Ein weiterer wichtiger Parameter, mit dem das Ansprechen der Tiere auf die
WY-14,643 Gabe charakterisiert werden kann, stellen PPARa—vermittelte
Genexpressionsanderungen dar. Typischerweise kommt es unter einer
Behandlung mit PP zu einer verstarkten Expression der peroxisomalen
Acyl-CoA-Oxidase (ACOX1). Dieses Enzym ist wie unter 2.1.3.1 beschrieben,

maldgeblich an der Bildung reaktiver Sauerstoffspezies beteiligt.

Eine mdgliche Genexpressionsanderung in den Lebern der Tiere sollte deshalb
mit Hilfe einer semiquantitativen RT-PCR bestimmt werden (vgl. 4.2.2.9).
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Abbildung 37: Einfluss einer WY-14,643 Behandlung auf die Genexpression der Acyl-CoA-
Oxidase (ACOX1) in Csb'/'/OggT/'-Méusen. Die Substanz wurde den Mausen in
einer Dosierung von 100 mg/kg Koérpergewicht taglich per Schlundsonde fiir 1 oder
4 Tage verabreicht und die Induktion der Genexpression von GAPDH und ACOX1
mittels semiquantitativer RT-PCR gemessen (vgl. 4.2.2.9). Zur Berechnung des
Induktionsfaktors (relativer Anstieg unter WY-14,643-Behandlung) wurde die
Expression der Acyl-CoA-Oxidase jeweils Uber die GAPDH-Expression normiert.

Abbildung 37 zeigt, dass es bereits durch einmalige Gabe von WY-14,643 zu einer
7-fach gesteigerten Expression der peroxisomalen Acyl-CoA-Oxidase kommt.
Nach drei zusatzlichen Behandlungstagen kommt es zu einer weiteren leichten

Erhéhung der Genexpression.

5.2.5 Einfluss von WY-14,643 auf die Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver
Modifikationen in Wildtyp und Csb”/Ogg1”-Miusen

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Wildtyp- und Csb”/0gg1”-Mause stark auf
eine Behandlung mit WY-14,643 ansprechen, sollte untersucht werden, ob der PP
einen Einfluss auf die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen in den
Lebern dieser Mause hat. Dazu wurden primare Hepatozyten mittels einer
Kollagenase-Perfusionstechnik (vgl. 4.2.2.3) aus behandelten und unbehandelten
5 Monate alten Tieren gewonnen und oxidative DNA-Schaden mittels Alkalischer
Elution quantifiziert (vgl. 4.2.3). Die Ergebnisse sind in Abbildung 38

zusammengefasst.
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Abbildung 38: Einfluss einer WY-14,643 Behandlung auf die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-
Modifikationen in Lebern von Wildtyp- und Csb'/'/OggT/'-Méusen. Die Substanz
wurde in einer Konzentration von 0,025% dem Haltungsfutter beigemischt und far
2 bis 16 Wochen den Mausen ad libitum verabreicht. Fir kiirzere Zeitpunkte (1 und
4 Tage) wurde den Mausen WY-14,643 (100 mg/kg Korpergewicht) per
Schlundsonde verabreicht. Die Anzahl der durchgefiihrten Versuche pro Zeitpunkt
ist Uber dem jeweiligen Balken angegeben.

Aus der Abbildung ist ersichtlich, dass es vor der Behandlung einen deutlichen
Unterschied in den Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-Schaden zwischen
unbehandelten Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mausen gibt. Dieser Unterschied ist,
wie bereits erwahnt (vgl. 2.4.6.1), auf das defekte Csb- und Ogg7-Gen

zuriickzufihren.

Vergleicht man behandelte Wildtyp-Mause mit den unbehandelten Wildtyp-
Mausen, so erkennt man, dass es Uberraschenderweise nicht zu einem Anstieg
oxidativer DNA-Schaden in den Lebern dieser Tiere kommt. Dagegen zeigte die
Analyse der oxidativen DNA-Schaden in den Lebern der Csb”/0Ogg1”-Méause
weder einen Anstieg noch ein ,Gleichbleiben” der DNA-Schaden auf einem Niveau
wie im Fall der Wildtyp-Mause, sondern vielmehr ein von der Behandlungsdauer

abhangiges Absinken der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden.
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5.2.6 Einfluss von WY-14,643 auf die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-

Schaden in mitochondrialer DNA

Neben einer Beeinflussung der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in
nuklearer DNA durch den PP WY-14,643 sollte ebenfalls untersucht werden, ob es
zu einer Veranderung der basalen Spiegel oxidativer DNA-Modifikationen in
mtDNA kommt. Dazu wurden Csb”/0gg1”-Mause fiir vier bzw. sechs Wochen mit
WY-14,643 behandelt (vgl. 4.2.2.5), die Lebern enthommen (vgl. 4.2.2.7) und
mitochondriale DNA isoliert (vgl. 4.2.6.3), um darin DNA-Einzelstrangbriche sowie
Fpg-sensitive Modifikationen mit einem DNA-Relaxationsassay zu bestimmen (vgl.
4.2.6 und 5.1.1) (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Einfluss von WY-14,643 auf Einzelstrangbriiche (ssb) und oxidative DNA-Schaden
(Fpg) in mitochondrialer DNA von Csb'/'/OggT/'-Méusen. Die Behandlung der
Méause erfolgte fur 4 bzw. 6 Wochen mit 0,025% WY-14,643 ad libitum (n=2-11).

Die Behandlung von Csb”/0gg1”-Mausen mit WY-14,643 hat keine signifikante
Veranderung der Spiegel an DNA-Einzelstrangbrichen zur Folge.
Interessanterweise kommt es jedoch in der mtDNA aller behandelten Tiere zu
einem signifikanten Absinken (p < 0,05) der Fpg-sensitiven Modifikationen, ahnlich
wie fur die nukledre DNA beobachtet (vgl. 5.2.5).
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5.2.7 Einfluss von WY-14,643 auf die Mutationsfrequenz in Wildtyp- und
Csb”/0Ogg1”-Miusen

Nachdem die Spiegel oxidativer DNA-Modifikationen sowohl in der nuklearen als
auch in der mitochondrialen DNA unter Behandlung mit WY-14,643 abfallen, war
es interessant zu untersuchen, wie sich die Spiegel spontaner Mutationen in

nuklearer DNA unter den selben Bedingungen verandern.
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Abbildung 40: Einfluss einer WY-14,643 Behandlung auf die Mutationsfrequenz im /ac/-Gen von
Wildtyp- und Csb'/'/OggT/'-Méusen. Pro Gentotyp wurden 2 Lebern untersucht.
DNA wurde, wie in Kapitel 4.2.5.2 beschrieben, isoliert und durch mehrere
,verpackungsreaktionen“ in Phagen eingeschleust (vgl. 4.2.5.3). Ein Teil der
untersuchten Genotypen wurde fir drei Wochen mit 0,025% WY-14,643 ad libitum
geflttert. Zur Generierung der Tiere vgl. Kapitel 4.2.2.1 und 5.5.1.

Die Mutationsfrequenzen im Jacl-Gen von unbehandelten und WY-14,643
behandelten Kontroll- (Csb*/Ogg1*") und Csb”/Ogg1”-Mausen sind in Abbildung
40 dargestellt. Man erkennt zunachst, dass in den Lebern der Doppel-knockout-
Tiere eine deutlich erhdhte Mutationsfrequenz zu finden ist (vgl. 5.5.2). Die
Behandlung der Kontrolltiere mit dem PP WY-14,643 flhrt nicht zu einer

signifikanten Veranderung der Mutationsfrequenz. In den Lebern der
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Csb”/0gg1”-Mause filhrt die Behandlung Uberraschenderweise zu einer

Abnahme der Mutationsfrequenz.

5.3 Einfluss eines defekten Cockayne Syndrom B Proteins auf Reparatur

und Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in humanen Zellen

Wie bereits in Kapitel 2.4.6.1 beschrieben, ist die genaue Rolle des Cockayne
Syndrom B Proteins bei der Reparaur oxidativer DNA-Schaden noch weitgehend

ungeklart.

In einer friheren Arbeit konnte in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass ein
Ausfall des kompletter Ausfall CSB-Proteins zu einer verlangsamten Reparatur
oxidativer DNA-Modifikationen in Csb”-Mausembryofibroblasten fiihrt (Osterod et
al., 2002). Durch Zusammenarbeit mit der Arbeitsgruppe von K. Tanaka (Osaka)
ergab sich die Moglichkeit zu prifen, ob auch humane Mutationen mit einem
ahnlichen Defekt verbunden sind. Tanaka et al. konnte bei einem Patienten, der
unter einem UV-Syndrom leidet, ein mutiertes CSB-Gen identifizieren, welches fur
ein verkurztes CSB-Protein kodiert (Horibata et al., 2004). Deshalb wurden
Reparaturkinetiken und Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver Modifikationen in der
humanen Zelllinie UVS1KOSV (mutiertes CSB Gen) und der Kontroll-CSB-Zelllinie
HA-CSB/UV31KOSV (UVS1KOSV stabil transfiziert mit humaner cDNA fiir CSB)

mit Hilfe der Alkalischen Elution bestimmt.
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Abbildung 41: Hintergrundspiegel der Einzelstrangbriiche und Fpg-sensitiven Modifikationen in
der menschlichen Zelllinie UVS1KOSV, die infolge einer Punktmutation ein
verkurztes CSB-Protein exprimiert. Die Kontrollzelllinie (HA-CSB/UVS1KOSV)
wurde mit der humanen cDNA fir das CSB-Protein komplementiert (n=3).

Abbildung 41 zeigt die Hintergrundspiegel an DNA-Einzelstrangbrichen und
Fpg-sensitiven Modifikationen in UVS1KOSV Zellen und der entsprechenden
Kontrollzelllinie (HA-CSB/UV®1KOSV). Man erkennt, dass sich die beiden
Zelllinien weder in den Hintergrundspiegeln an DNA-Einzelstrangbrichen noch in

den Hintergrundspiegeln an oxidativen DNA-Modifikationen unterscheiden.

Zur Bestimmung der Reparaturkinetiken wurden mit dem Photosensibilisator
Ro 19-8022 und sichtbarem Licht oxidative DNA-Schaden in beiden Zelllinien
induziert (vgl. 4.2.3.6). Da bekannt war, dass die beiden Zelllinien unterschiedlich
auf eine Bestrahlung mit UV-Licht reagieren, wurde zunachst untersucht, ob die
Expression eines mutierten CSB- im Vergleich zum Wildtyp-CSB-Protein einen
Einfluss auf das Ausmald des induzierten DNA-Schadens hat. In der folgenden
Abbildung (Abbildung 42) ist die Anzahl der Fpg-sensitiven Basenmodifikationen

dargestellt, die auf das schadigende Agens zurlickzufiuhren sind.
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Abbildung 42: Induktion Fgg-sensitiver oxidativer DNA-Modifikationen in UV31KOSV- und
HA-CSB/UV~1KOSV-Zellen durch den Photosensibilisator Ro 19-8022 (50 nM) und
sichtbares Licht (166 kJ/m?). Die Bestrahlung mit einer 1000 W-Halogenlampe
wurde wie in Kapitel 4.2.3.6 beschrieben durchgefihrt (n=3).

Die durch Ro 19-8022 in Gegenwart von sichtbarem Licht induzierten DNA-
Schaden unterscheiden sich, wie in Abbildung 42 dargestellt, nicht signifikant in
UVS1KOSV- und HA-CSB/UVS1KOSV-Zellen. Bei der Schadigung wurden
Uberwiegend Fpg-sensitive Basenmodifikationen und nur wenige DNA-

Einzelstrangbriche generiert (Daten nicht gezeigt).

Zur Untersuchung, ob ein verklirztes CSB-Protein zu einer veranderten Reparatur
von oxidativen DNA-Schaden fuhrt, wurden Reparaturkinetiken flir beide Zelllinien
bestimmt (Abbildung 43). Die Durchfihrung erfolgte wie in Kapitel 4.2.3.6
beschrieben.
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Abbildung 43: Reparatur Fpg-sensitiver DNA-Modifikationen in der menschlichen Zelllinie
UVS1KOSV, die infolge einer Punktmutation ein verkirztes CSB-Protein
exprimiert. Die Kontrollzelllinie (HA-CSB/UVS1KOSV) wurde mit der humanen
cDNA flr das CSB-Protein komplementiert (n=3).

Wie Abbildung 43 zeigt, gab es nach 3 und 6 Stunden keinen Unterschied in der
Reparatur oxidativer DNA-Schaden zwischen der Zelllinie UVS1KOSV, die nur das
verkiurzte  CSB-Protein  exprimiert und der entsprechend Korrigierten
Kontrollzelllinie HA-CSB/UVS1KOSV. Beide Zelllinien reparieren innerhalb von 6

Stunden ungefahr 20% des induzierten Schadens.

5.4 Einfluss der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 auf die Reparatur
oxidativer DNA-Schaden

Wie in Kapitel 2.4.2.1 beschrieben, scheint es bei der Reparatur oxidativer DNA-
Schaden ein back-up System zu geben, das einen Ausfall des OGG7-Proteins
kompensieren kann (Osterod et al., 2002). Neuere Untersuchungen deuten darauf
hin, dass neben dem Cockayne Syndrom B Protein (CSB) auch die Poly(ADP-
Ribose)-Polymerase 1 (PARP1) eine wichtige Rolle bei diesem Reparaturweg
spielt (Flohr et al., 2003).
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Wahrend der praktischen Arbeiten zur vorliegenden Dissertation gelang
A.Klungland und Mitarbeitern die Herstellung von Parp1’/0gg1”-Doppel-
knockout-Mausen. Durch die Bereitstellung dieser Tiere, den entsprechenden
Kontrollen und daraus etablierter Zelllinien, wurde die Beantwortung der
Fragestellung ermdglicht, welche Rolle ein kombinierter Ausfall des PARP1- und
OGG1-Proteins bei der Reparatur oxidativer DNA-Schaden im gesamten Genom

spielt.

5.41 Auswirkungen des PARP1-Ausfalls sowie eines kombinierten
OGG1/PARP1-Ausfalls auf die Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver
DNA-Modifikationen und DNA-Einzelstrangbriiche in primaren

Maushepatozyten

Zunachst wurden primare Hepatozyten durch Leberperfusion aus Wildtyp-,
Parp1”- und Parp1”/0gg1”-Mausen isoliert (vgl. 4.2.2.3) und DNA-Modifikationen
mit Hilfe der Alkalischen Elution (vgl. 4.2.3) bestimmt. In Abbildung 44 sind die
Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver Modifikationen von Wildtyp-, Ogg1'/'-, Parp1”-

und Ogg1”/Parp1”-Mausen gegen das Alter der untersuchten Tiere aufgetragen.
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Abbildung 44: Altersabhangigkeit der Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver DNA-Mod|f|kat|onen |n
frisch |soI|erten und unbehandelten Hepatozyten von Wildtyp-, Ogg1 - Parp1 -
und Ogg1?’ /Parp1 -Mausen im Alter von 2 bis 21 Monaten. Jeder der Punkte
reprasentiert eine untersuchte Maus. Die Trendlinien beruhen auf einer linearen
Regression des jeweiligen Genotyps. Daten fur Ogg1 - und teilweise fur Wildtyp-
Mause sind der Dissertation von M. Osterod entnommen (Osterod, 2002).

Wie bereits beschrieben (Osterod et al., 2001), kommt es in Ogg1”-Mausen zu
einer altersabhangigen Akkumulation oxidativer DNA-Schaden. Die Ergebnisse
zeigen, dass der zusatzliche Ausfall des Parp7-Gens in Parp1”/0gg1”-Mausen zu
einer deutlichen Verstarkung dieses altersabhangigen Anstiegs fihrt.
Demgegenuber sind die Hintergrundspiegel in Parp1'/'—Méusen genauso hoch wie

in den Wildtyp-Mausen und akkumulieren nicht mit zunehmendem Alter.

Da bekannt ist, dass die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 an DNA-
Einzelstrangbriche binden kann und wichtige Funktionen bei deren Reparatur
Ubernimmt (2.4.6.2), sollte auch untersucht werden, welchen Einfluss ein Fehlen

dieses Enzyms auf die Hintergrundspiegel an DNA-Einzelstrangbrichen hat.
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Abbildung 45: Hintergrundspiegel von DNA-EinzeIstrangerchen in frisch isolierten Hepatozyten
von Wildtyp-, Parp1'/'— und Ogg1'/'/Parp1"—Méusen im Alter von 2 bis 17 Monaten.
Jeder der Punkte reprasentiert eine untersuchte Maus.

Aus Abbildung 45 ist zu erkennen, dass die in den Mausehepatozyten bestimmte
Anzahl an DNA-Einzelstrangbruchen stark variiert und in einem Bereich zwischen
0,02 und 0,58 Strangbriichen pro 10° bp liegt. Dabei zeigt die DNA der
Hepatozyten aus Parp1’/0gg1”-Mausen keine hoheren Spiegel an DNA-
Einzelstrangbrichen auf als die DNA von Parp1”- oder Wildtyp-Mausen. Es ist
keine altersabhangige Akkumulation der Einzelstrangbriiche erkennbar. Vielmehr
zeigte sich ein anderer Parameter flr die Hintergrundspiegel an DNA-
Einzelstrangbrichen von grof3erem Einfluss als das Alter, namlich die Vitalitat der
isolierten Zellen. Abbildung 46 zeigt die Vitalitat frisch isolierter Hepatozyten
(bestimmt Uber Trypanblau-Ausschluf3, vgl. 4.2.2.4) in Abhangigkeit von den DNA-
Einzelstrangbrichen. Man erkennt, dass die Zahl der Einzelstrangbriche mit

abnehmender Vitalitat der Zellen zunimmt.
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Abbildung 46: Abhangigkeit der Vitalitdt (bestimmt Uber Trypanblau-Ausschlul®) frisch isolierter
Hepatozyten von DNA-Einzelstrangbrichen in  Wildtyp-, Parp1'/'- und
Parp1'/'/Ogg1'/'-Méusen. Jeder der Punkte reprasentiert eine untersuchte Maus.
Die Trendlinie beruht auf einer linearen Regression aller untersuchter Genotypen.

Im Falle der Fpg-sensitiven Modifikationen wurde keine Abhangigkeit der
gemessenen Werte von der Vitalitat der isolierten Zellen beobachtet (Daten nicht
gezeigt). Dies beweist, dass weder der altersabhangige Anstieg noch die
interindividuelle Variation der Hintergrundspiegel Fpg-sensitiver Modifikationen
Artefakte sind, die durch unterschiedlich starke Schadigung der Zellen wahrend
des lIsolierungsprozesses entstanden. Andererseits zeigen die Ergebnisse aber
auch, dass die mittels Alkalischer Elution gefundenen Einzelstrangbriche in
primaren Hepatozyten wohl (teilweise) Artefakte darstellen, die durch Zelltod

wahrend der Aufarbeitung entstehen.

5.4.2 Auswirkung eines PARP1 und eines kombinierten PARP1/0GG1-

Ausfalls auf die Mikrokernrate in peripheren Mauserythrozyten

Da die Analyse der DNA-Einzelstrangbriche mit Hilfe der Alkalischen Elution
keine brauchbare Ergebnisse lieferte (vgl. 5.4.1), sollte ein mdgliche genomische
Instabilitat eines PARP1 und kombinierten PARP1/0GG1-Ausfalls in Mausen mit

Hilfe eines Mikrokerntests (vgl. 4.2.2.10) untersucht werden. Dazu wurde den
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verschiedenen Genotypen Blutproben entnommen (vgl. 4.2.2.7), Blutpraparate

angefertigt und Mikrokerne in Erythrozyten des Bluts bestimmt (vgl. 4.2.2.10)
(Abbildung 47).
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Abbildung 47: Anzahl der Mikrokerne pro 2000 Erythrozyten im Blut von Wildtyp-, Parp1'/'—,
Parp1”/0gg1”- und Csb”/Ogg1”-Mausen. Fiir jedes Tier wurden, wie in Kapitel
4.2.2.10 beschrieben, 3-5 Blutpraparate erstellt und jeweils 2000 Erythrozyten
ausgezahlt. Jeder Punkt reprasentiert ein untersuchtes Tier.

Man erkennt, dass die untersuchten Wildtyp-Mause durchschnittlich 8 Mikrokerne
pro 2000 Erythrozyten tragen. Im Vergleich dazu ist die Mikrokernrate in den
Parp1”-Mausen moderat, aber nicht signifikant, erhdht. Ein zusétzliches
Ausschalten des Ogg1”-Gens fiihrt nicht zu einer weiteren Steigerung der

Mikrokernrate in den untersuchten Tieren.

Zur weiteren Klarung der Frage, ob oxidative DNA-Schaden zu einer erhéhten
Mikrokernrate in Parp1”- und Parp1”/0gg1”-Mausen beitragen, wurden auch
Mikrokerne in Csb”/Ogg1”-Mausen untersucht. Diese Tiere zeigen trotz stark
erhdhter Hintergrundspiegel an oxidativen DNA-Schaden (in der Leber) (Osterod
et al., 2002) im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren altersabhangig keine erhodhten

Mikrokernraten.
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5.5 Untersuchungen zur Mutagenitit von oxidativen DNA-Schaden

(8-0x0G) in vivo

Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden wie 8-oxoG kdnnen wie beschrieben,
in allen Zellen in unterschiedlichem Ausmald beobachtet werden. Diese
Hintergrundspiegel werden einerseits beeinflusst durch eine standige Bildung aus
reaktiven Sauerstoffspezies und andererseits durch eine effektive Reparatur (vgl.
2.4.2). Es wurde immer wieder vermutet, dass 8-oxoG eine wichtige Rolle bei der
Initiation der Kanzerogenese spielt. Experimentelle Beweise fur diese Theorie
konnen durch eine Modulation der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden
erhalten werden, indem man die Hintergrundspiegel durch Prooxidantien erhoht
oder durch Antioxidantien erniedrigt und die daraus resultierenden Ereignisse

bezuglich Mutationsfrequenz und Krebsinzidenz studiert.

Ein ganzlich neuer Ansatz zur Lésung dieser Frage wurde geschaffen durch die
Generierung von knockout-Mausen, die defekte DNA-Reparaturgene tragen. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Ogg?”-, Csb”- und Csb”/Ogg1”-Mause
unterschiedlich hohe Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in der Leber
besitzen (Osterod et al., 2001; Osterod et al., 2002). Es lag daher nahe, in diesen
Mausen die spontanen Mutationsfrequenzen zu bestimmen. Dies sollte mit Hilfe

eines transgenen BigBIue®-Mutations—Assay untersucht werden (vgl. 4.1.10.8).

5.5.1 Generierung transgener reparaturdefizienter Mause

Durch verschiedene Kreuzungsschritte wurden, wie in Kapitel 4.2.2.1 beschrieben,
diverse BigBlue®-Mausgenotypen generiert und mittels allelspezifischer PCR
genotypisiert (vgl. 4.2.2.2). Ziel dabei war es, fur alle vier mdglichen
Genotypkombinationen lacl-positive und damit fur die Mutationsanalyse geeignete

Mause zu identifizieren.

Abbildung 48 zeigt, dass 41% aller genotypisierten Mause des 2. Zuchtschritts
(vgl. 4.2.2.1) das lacl-Gen getragen haben.
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Abbildung 48: Ubersicht tber die prozentuale Verteilung des lacl-, Csb- und Ogg7-Genotyps in
untersuchten Méusen, die durch Kreuzung von Csb"/0gg1*Blue*- mit
Csb'/'/OggT/'-Tieren (2. Zuchtschritt, vgl. 4.2.2.1) generiert wurden. lacl = Mause
tragen nicht den ALIZ shuttle vector; lac/" = M&use tragen den ALIZ shuttle vector;
n.b. = nicht bestimmt.

Aus Abbildung 49 ist ersichtlich, dass in den untersuchten /acl*-Mausen aus dem
2. Zuchtschritt (vgl. 4.2.2.1) alle moglichen Csb- und Ogg7-Genotypkombinationen

zu ungefahr gleichen Teilen auftreten.
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Abbildung 49: Ubersicht tber die prozentuale Verteilung der verschiedenen Csb™- und Ogg1'/'-
Genotypen in lac/’-M&usen. Die untersuchten Tiere wurden durch Kreuzung von
Csb”/Ogg1* Blue”- mit Csb”/Ogg1”-Tieren (2. Zuchtschritt, vgl. 4.2.2.1)
generiert.

Auch eine Analyse der Geschlechterverteilung ergibt, dass ahnlich viele weibliche

wie mannliche Tiere geboren wurden (Daten nicht gezeigt).

Die Ergebnisse demonstrieren, dass durch Verpaarung transgener BigBlue®-
Mause mit Csb”/Ogg1”-Mausen, die gewiinschten transgenen knockout-
Genotypen den Mendelschen Gesetzen entsprechend generiert werden konnten.

Es erfolgte also keine Selektion Gber den Phanotyp.
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5.5.2 Spontane Mutationsfrequenzen in Lebern transgener knockout-Mause

Zur Bestimmung der spontanen Mutationsfrequenzen in der Leber wurde aus je
zwei Tieren je untersuchtem Genotyp im Alter von 5 Monaten die Lebern
entnommen (vgl. 4.2.2.7). Die Bestimmung der Mutationsfrequenzen erfolgte wie
in Punkt 4.2.5 beschrieben. Typischerweise wurden pro Versuch bis zu 30000

Plaque bildende Einheiten (pfu) ausplattiert.

Um sicherzustellen, dass die Screeningversuche unter optimalen Bedingungen
ablaufen, wurden bei jedem Versuch so genannte Color-Mutant-Plaques
(Farbkontrollen CMO und CM1, teilweise auch CM2 und CM3) ausplattiert. Diese
Farbkontrollen besitzen unterschiedliche Mutationen im /lacl-Gen, die auf X-Gal
haltigem Agar zu unterschiedlichen Farbintensitaten fuhren. Typischerweise waren
stets zwischen 15 und 25 mutierte Plaques je Farbkontrollplatte zu finden (Daten
nicht gezeigt). Dies entspricht den Vorgaben des Herstellers und ist somit eine

Bestatigung fur die Qualitat der durchgeflhrten Analysen.

Um sicherzustellen, dass alle X-Gal-positiven Plaques ein mutiertes lacl-Gen
tragen und um eine Aussage Uber die vorliegenden Mutationen treffen zu kdnnen,
wurden alle mutierten Plaques weiter charakterisiert, indem das /ac/-Gen mittels

PCR amplifiziert (vgl. 4.2.5.7) und anschliel3end sequenziert wurde.

Die Art der gefundenen Mutation und die daraus resultierende Veranderung der
Proteinsequenz sind fiir Csb™/Ogg1™-, Csb’/Ogg1™-, Csb”/0Ogg1”- und
Csb”/0gg1”-Mause in Tabelle 8 dargestellt.
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Tabelle 8: Spontane  Mutationen im Jacl-Gen von Csb”/Ogg1”-, Csb’/Ogg1™-,
Csb”/0gg1”- und Csb”/Ogg1”-Mausen. Jeder Abschnitt zeigt die Mutationen aus
der Leber eines Tieres. pfu = plaque forming units; CpG = Cytosin-phosphatidyl-
Guanosin-Inseln; wt aa = Wildtyp Aminosaure; mut aa = mutierte Aminosaure.

Csb*/0gg1*"
pfu Mutationen Mut.freq. (x107) GC zu TA (x107)
Maus 1: 147.000 5 3,4 0(0,0)
Maus 2: 175.000 7 4,0 1(0,6)
Basen Nr. Sequenz (5’-3’) CpG wt aa mut aa
Maus 1:

56 GCA > ACA + Ala Thr
180 CGC > CAC + Arg His
269 GCG > ACG + Ala Thr
357 GCG > GTG + Ala Val
366 AAT > ATT Asn lle
Maus 2:

131 CGG 2> TGG + Arg Trp
158 GCG GAG > GCG AGC -1 Deletion
168 TAC > TCC Tyr Ser
178 AAC 2> AAA Asn Lys
768 GAT > GGT Asp Gly
833 TCG - CCG Ser Pro
882 CCG > CTG + Pro Leu
Csb”/0gg1*"

pfu Mutationen Mut.freq. (x107°) G:C zu T:A (x107)
Maus 1: 152.000 8 53 1(0,7)
Maus 2: 230.000 12 5,2 4(1,7)
Basen Nr.. Sequenz (5’-3’) CpG wt aa mut aa
Maus 1:

33 AAA -> ACA Lys Thr

56 GCA > CCA Ala Pro

56 GCA -> ACA + Ala Thr
131 CGG > TGG + Arg Trp
131 CGG 2> TGG + Arg Trp
270 GCG > GTG + Ala Val
311 GTG > TTG Val Leu
777 GCG > GTG Ala Val
Maus 2:

56 GCA > ACA + Ala Thr
221 GGC > TGC Gly Cys
222 GGC -> GCC Gly Ala
250 CAC > CAA His Gin
253 GCG CCG -> GCC CGT -1 Deletion
258 TCG > TAG Ser STOP
308 GTG > ATG + Val Met
329 CGA 2> TGA + Arg STOP
329 CGA 2> TGA + Arg STOP
632 CAT -> CTG GCA +4 Insertion
803 GAG > TAG Glu STOP

882 CCG = CTG + Pro Leu
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Csb*/0gg1”
pfu Mutationen Mut.freq. (x1 0'5) G:C zu T:A (x1 0'5)

Maus 1 : 135.000 12 8,9 3(2,2)
Maus 2 : 137.000 09 6,6 3(2,2)
Base pos. Sequence (5-3’) CpG wt aa mut aa
Maus 1:

56 GCA > TCA Ala Ser

95 GTG > ATG + Val Met
129 ACG > AAG Thr Lys
129 ACG > AAG Thr Lys
180 CGC -> CAC + Arg His
269 GCG > ACG + Ala Thr
269 GCG > ACG + Ala Thr
269 GCG > ACG + Ala Thr
269 GCG > ACG + Ala Thr
269 GCG > ACG + Ala Thr
380 CGC > TGC + Arg Cys
406 TAT CCG - TAT AAC TAT CCG + 6 Insertion
Maus 2:

56 GCA > ACA + Ala Thr

86 GTT >TTT Val Phe
120 TCT >TTT Ser Phe
131 CGG > TGG + Arg Trp
169 TAC > TAA Tyr STOP
381 CGC > CAC + Arg His
381 CGC -> CTC Arg Leu
633 TGG CAT > TGG CTG GCA +4 Insertion
954 Deletion / Translokation Leserasterverschiebung
Csb”/0gg1™”

pfu Mutationen Mut.freq. (x1 0'5) G:C zu T:A (x1 0'5)

Maus 1 : 164.000 22 13,4 7 (4,3)
Maus 2 : 140.000 15 10,7 3(2,1)
Basen Nr. : Sequenz (5’-3’) CpG wt aa mut aa
Maus 1:

42 ACG > ATG + Thr Met

86 GTT >TTT Val Phe

86 GTT >TTT Val Phe

90 TCC > TTC Ser Phe

95 GTG > CTG Val Leu
131 CGG > TGG + Arg Trp
149 GCG GCG -> GCG CGA -1 Deletion
196 — 282 Deletion -87 Deletion
196 — 282 Deletion -87 Deletion
285 CGC -> CCC Arg Pro
380 CGC > AGC + Arg Thr
381 CGC > CAC + Arg His
454 AAT GTT 2> AAGTTC -1 Deletion
518 GAA > TAA Glu STOP
558 TTG > TAG Leu STOP
561 GGT > GTT Gly Val
633 CAT - CTG GCA +4 Insertion
710 CAA > TAA Gin STOP
747 ACT > ATT Thr lle
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750 GCG -2 GAG Ala Glu

791 CGC 2> TGC + Arg Cys

928 AGC -> AGA Ser Arg

Maus 2:

-12 GCA - GAA Ala Glu
42 ACG 2> ATG + Thr Met
56 GCA - ACA + Ala Thr
56 GCA - ACA + Ala Thr

108 GCC 2> GAC Ala Asp

139 AAA GTG > AAG TGG -1 Deletion

239 CTG 2> CGT Leu Arg

260 CAA 2> GAA GIn Glu

530 CGA -> TGA + Arg STOP

530 CGA - TGA + Arg STOP

530 CGA - TGA + Arg STOP

530 CGA - TGA + Arg STOP

530 CGA - TGA + Arg STOP

554 GTC GCA - GTC -3 Deletion

588 GGC - TGC Gly Cys

Zur besseren Ubersicht sind die verschiedenen Mutationstypen und -frequenzen

nach Genotyp getrennt nochmals in Tabelle 10 bzw. Tabelle 9 zusammengefasst.

Tabelle 9: Durch Sequenzierung verifizierte Mutationen und Mutationsfrequenzen im /lac/-Gen
von verschiedener Csb- und Ogg7- Genotypen. Die Daten zeigen alle gefundenen
Mutationen (total) und individuelle Mutationen (unabhangig). pfu = plaque-forming-

units.
Genotyp pfu Mutanten Mutationsfrequenz x1 0°
total  unabhéangig total unabhangig
Csb™/0gg1*”" 322.000 12 12 3,7 + 04 3,7 + 04
Csb”/0Ogg1™”"  382.000 20 18 52 % 0,0 47 + 0,1
Csb"/0gg1” 272.000 21 16 77 + 16 59 + 1,0
Csb”/Ogg1”  304.000 37 30 12,2 £ 1,9 9,9 + 3,6

Die absolute Mutationsfrequenz, die in den heterozygoten Kontrolltieren gefunden
wurde (3,7 + 0,4 x 10®), ist in guter Ubereinstimmung mit friher berichteten
Werten fiir homozygote (Wildtyp) BigBlue®-Mause (Young et al., 1995). In
Ubereinstimmung mit einer friiheren Arbeit konnte auch gezeigt werden, dass die
Mutationsfrequenz in den Ogg7”-Mausen 2,1-fach (p = 0.053) erhoht ist
(Klungland et al., 1999).
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Die Erhéhung der Mutationsfrequenz war, verglichen mit den heterozygoten
Kontrolltieren (Csb™/0gg1™), noch héher in Csb”/Ogg1”-Mausen (3,3-fach;
p < 0,005), jedoch nur leicht und auch statistisch nicht signifikant erhoht in
Csb”/0gg1*-Mausen (1,4-fach; p = 0,380). Vergleicht man Csb”/0gg1”-Mause
mit Csb”/0gg1*-Mausen, so ist auch hier ein signifikanter Anstieg der spontanen
Mutationsfrequenz zu erkennen (2,4-fach; p<0,002). Die spontane
Mutationsfrequenz in den Csb”/Ogg1”-Mausen war auch 1,6-fach erhoht im
Vergleich zu Csb*/Ogg1”-Mausen (p = 0,11). Der Unterschied in der
Mutationsfrequenz in diesen beiden Stammen wird noch deutlicher (p = 0,04),
wenn G:C zu T:A Transitionen (die einer Deaminierung von Cytosin
zugeschrieben werden) aus der Analyse ausgeschlossen werden (vgl. auch
Tabelle 10).

Die molekulare Analyse der Mutationen erlaubt auch eine Aussage, wie viele
unabhangige Mutationen im /acl-Gen der untersuchten Tiere zu finden und wie
viele Mutationen maoglicherweise auf eine klonale Expansion zurtickzuflihren sind.
Es wird deutlich, dass mindestens 76% der gefundenen Mutationen unabhangig,
d.h. nicht auf eine klonale Expansion zurlckzufihren sind. Die gefundenen
,2unabhangigen“ Mutationen verteilen sich ahnlich auf die verschiedenen

Genotypen wie die Gesamt-Mutationen.

Tabelle 10: Spektrum spontaner Mutationen im /acl-Gen diverser Mausgenotypen.
Nr. = Anzahl der X-Gal positiven Plaques; MF = Mutationsfrequenz.

Csb”/0gg1™ Csb”/0gg1™” Csb”/0gg1” Csb”/0gg1”
Nr. MF (x10°%) Nr. MF (x10°%) No. MF (x10°)  No. MF (x10°®)

Transversionen

G CzuTA 1 0,3 5 1,3 6 2,2 10 3,3

G:CzuC:G 0 0,0 2 0,5 0 0,0 3 1,0

AT zuT:A 1 0,3 0 0,0 0 0,0 1 0,3

A:Tzu C.G 1 0,3 1 0,3 0 0,0 0 0,0
Transitionen

G:.CzuAT 6 1,9 10 2,6 12 4.4 15 4,9

A:Tzu G:.C 2 0,6 0 0,0 0 0,0 0 0,0
Deletionen 1 0,3 1 0,3 1 0,4 6 2,0
Insertionen 0 0,0 1 0,3 2 0,7 1 0,3
Komplex 0 0,0 0 0,0 0 0,0 1 0,3

Total 12 3,7 20 52 21 7,7 37 12,2
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Tabelle 10 zeigt unterschiedliche Mutationstypen in den verschiedenen
Mausgenotypen. Es wird deutlich, dass das Mutationsspektrum in Csb*/Ogg1*-
Mausen vor allem durch G:C zu A:T Transitionen dominiert wird. Diese sind zu
100% an so genannten CpG-Inseln lokalisiert (vgl. Tabelle 8) und daher auf die
spontane Desaminierung von Cytosin  zurckzufliihren. Alle sonstigen
Mutationstypen, wie z.B Transversionen, Deletionen und Insertionen sind

vergleichsweise selten.

In den Lebern von Csb*/Ogg1”-Mausen kommt es im Vergleich zu Csb™/0Ogg1™-
Mausen zu einer 7,1-fachen Erhdhung der G:C zu T:A Transversionen, die
typischerweise auf nicht repariertes 8-oxoG zurtickzuflihren sind und bereits friher
beobachtet wurde (Klungland et al., 1999; Minowa et al., 2000). Au3erdem ist eine
leichte Zunahme der G:C zu A:T Transitionen zu verzeichnen, die auch in diesem

Genotyp zu 100% an CpG-Inseln lokalisiert sind (vgl. Tabelle 9).

Schaltet man zusatzlich zum Ogg17- auch noch das Csb-Gen aus, so kommt es zu
einem weiteren, im Vergleich zu den heterozygoten Kontrolltieren,
hochsignifikanten 10,6-fachen Anstieg (p = 0,005) der G:C zu T:A Transversionen.
Vergleicht man die Csb”/Ogg1”-knockout-Tiere mit den anderen untersuchten
Genotypen, so sieht man interessanterweise nur in den Csb”/Ogg1”-Mausen eine

Erhéhung von Deletionen, die mit 16% zur Gesamtmutationsfrequenz beitragen.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass OGG1 alleine und in Kombination mit
CSB vor allem zur Verhinderung von G:C zu T:A Transversionen beitragt,
wohingegen ein alleiniger Ausfall von CSB nicht zu einer signifikanten Erhdhung

der Mutationsfrequenz fuhrt.

5.5.3 Spontane Mutationsfrequenzen in Lungen transgener knockout-

Mause

Untersuchungen der 8-0xoG:C Glycosylaseaktivitdt in humanen Lymphozyten
haben gezeigt, dass eine verminderte Glykosylaseaktivitat moglicherweise mit
einem erhohten Risiko an Lungenkrebs zu erkranken assoziiert ist (Paz-Elizur et
al., 2003). AuRerdem wurde berichtet, dass Ogg?”-Mause ein erhdhtes Risiko

haben an Lungentumoren zu erkranken (Sakumi et al., 2003). Deshalb sollte
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untersucht werden, ob in Ogg7”- und Csb”/Ogg1”-Mausen die spontane

Mutationsfrequenz in Lungengewebe im Vergleich zu Kontrolltieren erhoht ist.

lacl Mutationsfrequenz (x10 N

oON PO
!

Csb* /0gg1*" Csb” /0gg1” Csb**/0gg1** Csb*"*/0gg1™

Abbildung 50: Spontane Mutationsfrequenz im /acl-Gen von Lungengewebe diverser BigBIue®-
Genotypen. Pro Genotyp wurden 2 Lungen untersucht, DNA isoliert und durch
mehrere ,Verpackungsreaktionen“ in Phagen eingeschleust (vgl. 4.2.5.3). Die
Mutationsfrequenz berechnete sich durch Division der X-Gal-positiven plaque
forming units (pfu), durch die Anzahl der ausplattierten pfu. Je Genotyp wurden
zwischen 180000 und 270000 pfu ausplattiert. Die beiden Genotypen im rechten
Feld wurden von A. Klungland et al., Oslo, analysiert (persdnliche Mitteilung).

Aus Abbildung 50 ist ersichtlich, dass Ogg7”- und Csb”Ogg1”-Mause im
Vergleich zu den Kontrolltieren (Csb”/Ogg1” und Csb**/Ogg1”*) keine
signifikante Erhdhung der spontanen Mutationsfrequenzen in Lungengewebe

zeigen.
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5.6 Untersuchungen zum initiierenden Potential von 8-o0xoG

Trotz der (stark) erhdhten Hintergrundspiegel an oxidativen DNA-Schaden und
Mutationen (vgl. 5.5) in Lebern von Ogg?1” und Csb”/Ogg1”~ Mausen, gibt es
bislang keine Hinweise, dass die Lebertumorinzidenz in diesen Tieren gegenuber
Kontrolltieren erhoht ist. Dies kdnnte zum einen darin begrindet sein, dass der
Hintergrundstamm der knockout-Mause (C57BL/6) nur eine geringe spontane
Lebertumorinzidenz zeigt (Frith et al., 1983) und zum anderen das gehaltene
Kollektiv an alten Tieren nicht ausreichen kdnnte, um aus epidemiologischer Sicht

einen Anstieg der Tumorinzidenz in den knockout-Tieren erkennen zu kdnnen.

Zur Beantwortung der Frage, welchen Beitrag oxidative DNA-Schaden bei der
Kanzerogenese spielen, sollten Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mause mit dem
Peroxisomenproliferator WY-14,643 als spezifischem Leberpromotor behandelt
werden (vgl. 5.2), um initierte Hepatozyten (vgl. 5.5.2), in Anlehnung an das

2-Stufen-Modell der Kanzerogenese, zur Promotion anzuregen.

Als Endpunkt fir die Analyse wurde das Auftreten praneoplastischer Lasionen
gewahlt, die als Vorstufen von malignen Entartungen angesehen werden kénnen
(Pitot, 1990). Diese wurden immunohistochemisch in Leberschnitten der beiden
untersuchten Genotypen als so genannte Glucose-6-Phosphatase positive bzw.

negative Lasionen nachgewiesen.

Um den idealen Zeitpunkt flr die Analyse der praneoplastischen Lasionen zu
finden, wurden je drei Tiere der untersuchten Gruppen nach 91, 176 und 211

Tagen getotet. Der Endpunkt der Studie wurde danach auf 250 Tage festgesetzt.

5.6.1 Einfluss von WY-14,643 auf das Korpergewicht von Wildtyp- und
Csb”/0gg1”-Miusen

Zur Induktion der Leberproliferation wurde der Peroxisomenproliferator WY-14,643
in einer Konzentration von 0,025% ad libitum an die Versuchstiere verfuttert. Um
toxische Effekte durch die Substanz ausschlie®en zu konnen, wurde das

Korpergewicht der Versuchstiere Uberwacht (vgl. 4.2.2.6).
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Abbildung 51: Abhéangigkeit des Kdrpergewichts von einer WY-14,643 Behandlung in Wildtyp-

Mausen. Die Substanz wurde in einer Konzentration von 0,025% dem
Haltungsfutter beigemischt und ad libitum verabreicht. Die Gewichtskontrolle der
Tiere wurde wochentlich durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 8 Wildtyp-Tiere Gber
einen Zeitraum von 250 Tagen geflttert. Jeder Punkt entspricht einer
Korpergewichtsbestimmung.

Vergleicht man unbehandelte mit WY-14,643 behandelten Wildtyp-Mausen, so

erkennt man, dass es unter der Behandlung, wie bereits in Kapitel 5.2.2

beschrieben,

nicht zu signifikanten Korpergewichtsunterschieden kommt

(Abbildung 51). Der Gewichtsverlauf der Tiere, die fur die Voranalysen eingesetzt

wurden, verlief ahnlich (Daten nicht gezeigt).
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'S
o
|

Korpergewicht [g]

Abbildung 52:

50 100 150 200 250
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Abhéangigkeit des Korpergewichts von einer WY-14,643-Behandlung in
Csb'/'/OggT/'-Méusen. Die Substanz wurde in einer Konzentration von 0,025%
dem Haltungsfutter beigemischt und ad libitum verabreicht. Die Gewichtskontrolle
der Tiere wurde wochentlich durchgefiihrt. Es wurden insgesamt 9 Csb”/Ogg1”-
Tiere Uber einen Zeitraum von 250 Tagen gefuttert. Jeder Punkt entspricht einer
Kdrpergewichtsbestimmung.
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Abbildung 52 zeigt den Gewichtsverlauf in Csb”/Ogg1” Mausen wihrend der
Behandlung mit WY-14,643. Man erkennt wiederum, dass sowohl behandelte, als
auch unbehandelte Tiere einen ahnlichen Gewichtsverlauf zeigen. Gegen Ende
der Behandlung kam es in einigen behandelten, aber auch unbehandelten Tieren
zu einem leichten Gewichtsabfall, der jedoch stets geringer als 10% des

Korpergewichts war.

5.6.2 Einfluss von WY-14,643 auf das Lebergewicht von Wildtyp und
Csb”/0Ogg1”-Miusen

Wie in Kapitel 5.2.3 beschrieben, stellt das Verhaltnis aus Lebergewicht zu
Korpergewicht einen sehr guten Parameter dar, mit dem das Ansprechen der
Tiere auf die Behandlung mit WY-14,643 beurteilt werden kann.

Tabelle 11: Einfluss einer WY-14,643 Behandlung auf das Verhaltnis von Lebergewicht zu
Kdrpergewicht [%] in Wildtyp- und Csb'/'/OggT/'-Méusen. Die Substanz wurde in
einer Konzentration von 0,025% dem Haltungsfutter beigemischt und fir 91 bis
250 Tage den Mausen ad libitum verabreicht (n=3-9).

Zeit 0 Tage 91 Tage 176 Tage 211 Tage 250 Tage
Fiitterung - 0,025% WY-14,643

Wildtyp 47+0,3 15,3+ 0,8 23,5+3,9 15,0+ 0,6 16,3+ 1,8

Csb”/0gg1” 44 +0,1 14,4+0,5 15,7+ 2,3 148+1,3 17,7+1,3

Tabelle 11 zeigt das Verhaltnis von Lebergewicht zu Korpergewicht in
unbehandelten und WY-14,643-behandelten Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mausen.
Man erkennt, dass es unter einer WY-14,643-Behandlung sowohl in Wildtyp-, als
auch in Csb”/0Ogg1”-Mausen zu einem signifikanten Anstieg (p < 0,05) des
Verhaltnisses aus Leber- zu Korpergewicht kommt. Wie bereits in 5.2.3 gezeigt,
kommt es in Dbeiden Tierkollektiven zu einer gleichmallig starken

Leberzellproliferation, die zu einer Gewichtszunahme der Lebern flhrt.
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5.6.3 Einfluss von WY-14,643 auf klinische Parameter in Wildtyp- und
Csb”/0Ogg1”-Miusen

Das Ansprechen der beiden Genotypen auf eine Behandlung mit WY-14,643 sollte
auch durch diverse klinische Parameter bestimmt werden. Dazu wurde den 250
Tage behandelten Mausen Blut enthommen und im daraus gewonnenen Plasma
durch die Firma Biocontrol (Ingelheim) diverse Laborparameter bestimmt
(vgl. 4.2.2.8).

Tabelle 12: Einfluss von WY-14,643 auf klinische Parameter in unbehandelten und
WY-14,643- behandelten Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mausen. WY-14,643 wurde
den behandelten Tieren in einer Konzentration von 0,025% ad libitum Uber das
Haltungsfutter verabreicht. GPT = Glutamat-Pyruvat-Transaminase; ALT = Alanin-
Aminotransferase; GOT = Glutamat-Oxalacetat-Transaminase; AST = Aspartat-
Amino-Transferase; GLDH = Glutamatdehydrogenase. n=3 fiir unbehandelte Tiere
und n=8-9 flir WY-14,643 behandelte Tiere.

Parameter Wildtyp Csb”/0gg1”
Behandlung - WY-14,643 - WY-14,643
GPT (ALT) [U/] 37+2 432 + 167 27 +4 505 + 205
GOT (AST) [uN] 118 + 19 458 + 265 116 + 13 421 +124
Alkal. Phosphatase [U/I] 81+14 1468 + 918 62 +2 2723 + 504
GLDH [U/1] 4+2 124 + 56 6+1 74 + 30
Bilirubin, gesamt [mg/dl] 1,0£0,7 1,3+1,1 0,4+0,1 1,5+1,6
EiweiB, gesamt [g/l] 54 +4 63+3 48 + 1 615
Triglyceride [mg/dl] 86 + 25 31+ 11 285 14+6
Cholesterol, gesamt [mg/dI] 82+ 16 118 £ 25 787 153 + 26

Tabelle 12 zeigt verschiedene Leberparameter in unbehandelten und WY-14,643
behandelten Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Méausen. Es ist ersichtlich, dass sich die
meisten Parameter in den unbehandelten Genotypen nicht signifikant
unterscheiden. Lediglich die Triglyceridspiegel sind in den Wildtyp- im Vergleich zu
den Csb”/0Ogg1”-Mausen erhoht. Vergleicht man die unbehandelten mit den
behandelten Tieren so ist erkennbar, dass WY-14,643 zu einer Erhdhung der
Leberparameter GPT, GOT, Alkalische Phosphatase und GLDH fuhrt. Diese
Erhdhung kdnnte ein Zeichen fir eine Leberzellschadigung durch die Behandlung

mit WY-14,643 sein. Wahrscheinlicher jedoch ist, dass diese Veranderungen mit
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der stark gesteigerten Leberzellproliferation oder mit der zunehmenden Entartung
der Leber nach 250 Behandlunstagen einhergehen (vgl. 5.6.4). Wie zu erwarten
wurden die Triglyceridspiegel durch WY-14,643 um 50% in Wildtyp- und 65%
Csb”/0gg1”-Mausen (vgl. 2.1.3.2) gesenkt. Gleichzeitig kam es zu einem Anstieg

des Gesamtcholesterols.

5.6.4 Einfluss des Reparaturdefekts in Csb”/Ogg1”-Miusen auf die

Induktion praneoplastischer Lasionen unter WY-14,643-Behandlung

Zur Analyse der praneoplastischen Lasionen wurden den Tieren die Lebern
entnommen (vgl. 4.2.2.7), in flussigem Stickstoff eingefroren und bei -70°C
gelagert. Anschlielend wurden von jeder Leber mindestens drei Leberschnitte
angefertigt und auf das Auftreten von Glucose-6-Phosphatase positiven bzw.
negativen Lasionen gefarbt.

Abbildung 53 zeigt einen gefarbten Leberschnitt einer mit WY-14,643 behandelten
Maus. Die zwei enzymveranderten Lasionen sind deutlich zu erkennen und jeweils

mit einem Pfeil gekennzeichnet.

Abbildung 53: Praneoplastische Lé&sionen (Glucose-6-Phosphatase negative L&sionen) im
Leberschnitt einer Maus.

Mindestens drei Leberschnitte einer Maus wurden ausgewertet und der
Volumenanteil der enzymveranderten Lasion bestimmt bzw. mit einem Verfahren

nach Fulman die Anzahl der Lasionen pro cm® bestimmt (so genannte Fulman
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Inseln). Der Volumenanteil gibt dabei die Grof3e der gefundenen Lasionen und die

Darstellung nach Fulman die Anzahl der Lasionen pro cm?® an.

Der Volumenanteil der enzymveranderten Lasionen in Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-

Mausen ist in Abbildung 54 dargestellt.
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Abbildung 54: Glucose-6-Phosphatase positive und negative Lasionen in Leberschnitten von
Wildtyp- und Csb'/'/OggT/'-Méusen. Dargestellt ist der prozentuale Volumenanteil
der enzymveranderten Lasionen. Die Tiere wurden 91, 176, 211 oder 250 Tage mit
0,025% WY-14,643 ad libitum behandelt (vgl. 4.2.2.5), die Lebern enthnommen (vgl.
4.2.2.7) und direkt auf einem auf -70°C geklhlten Metallblock eingefroren. Jeder
Punkt reprasentiert ein untersuchtes Tier (n=3 fur 91-211 Tage; n=8-9 fur 250
Tage. Zur besseren Ubersicht sind die Genotypen in der Horizontalen entzerrt.

Man erkennt, dass in Leberschnitten von Wildtyp-Tieren weder nach 91, 176 noch
211 Behandlungstagen enzymveranderte Lasionen auftreten. Erst nach 250
Behandlungstagen kommt es in drei von acht untersuchten Tieren zu einem
Anstieg enzymveranderter Lasionen. Eines dieser Tiere entwickelte dabei einen

auffalligen  basophilen Tumor, der durch die immunohistochemische
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Farbemethode ebenfalls sichtbar gemacht wird und dadurch das Ergebnis fur die

Wildtyp-Mause etwas verzerrt.

Zwei von drei der behandelten Csb”/0gg1”’-Méuse zeigten bereits nach 211
Tagen einen deutlichen Anstieg der enzymveranderten Lasionen. Nach 250
Behandlungstagen zeigten anders als in den Wildtyp-Mausen alle Csb”/Ogg1”-

Mause enzymveranderte Lasionen.

Zur besseren Ubersicht sind die Einzeldaten nochmals in Abbildung 55 in Form

von ,Boxplots“ zusammengefasst.

Volumenanteil [%]
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; = B T
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176 Tage WY-14,643 211 Tage WY-14,643 250 Tage WY-14,643

Abbildung 55: Glucose-6-Phosphatase /positive und negative Lasionen in Leberschnitten von
Wildtyp- und Csb'/'/OggT'—Méusen. Die Tiere wurden 176, 211 oder 250 Tage mit
0,025% WY-14,643 ad libitum behandelt (vgl. 4.2.2.5), die Lebern entnommen (vgl.
4.2.2.7) und direkt auf einem auf -70°C gekuhlten Metallblock eingefroren. Die
Ergebnisse eines Genotyps und Behandlungszeitpunkts sind als Volumenanteil der
enzymveranderten Lasionen mittels eines Boxplots dargestellt (n=3 flr 176 und
211 Tage; n=8-9 fur 250 Tage).

Abbildung 55 zeigt den Volumenanteil der enzymveranderten L&sionen in
Abhangigkeit der WY-14,643-Behandlungsdauer in Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-

Mausen. Man erkennt, dass der Median der untersuchten Csb”/Ogg1”-Mause im
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Vergleich zu den entsprechend behandelten Wildtyp-Tieren jeweils deutlich,

jedoch statistisch nicht signifikant, erhéht ist.
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Abbildung 56: Glucose-6-Phosphatase Positive und negative Lasionen in Leberschnitten von
Wildtyp- und Csb'/'/OggT'-Méusen. Dargestellt sind sogenannte Fulham Inseln pro
cm?®. Die Tiere wurden 91, 176, 211 oder 250 Tage mit 0,025% WY-14,643 ad
libitum behandelt (vgl. 4.2.2.5), die Lebern entnommen (vgl. 4.2.2.7) und direkt auf
einem auf -70°C gekuhlten Metallblock eingefroren. Jeder Punkt reprasentiert ein
untersuchtes Tier (n=3 fur 91-211 Tage; n=8-9 fur 250 Tage). Zur besseren
Ubersicht sind die Genotypen in der Horizontalen entzerrt.

Abbildung 56 zeigt die Anzahl der ,Fulman Inseln® pro cm?® in Leberschnitten von
WY-14,643-behandelten Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mausen. Aus den Daten geht
hervor, dass es erst ab ca. 211 Behandlungstagen mit WY-14,643 zu einer
nachweisbaren Bildung enzymveranderter Lasionen kommt. Aus der Abbildung ist
ersichtlich, dass in Csb”/Ogg1”-Tieren wesentlich mehr Lasionen zu finden sind,
als in Wildtyp Tieren. Nach 250 Behandlungstagen ist der Genotypunterschied

noch deutlicher erkennbar.
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Auch fur die untersuchten ,Fulman Inseln® sind die Ergebnisse in Boxplots

zusammengefasst (vgl. Abbildung 57).
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Abbildung 57: Glucose-6-Phosphatase /positive und negative Lasionen in Leberschnitten von
Wildtyp- und Csb'/'/OggT'—Méusen. Die Tiere wurden 176, 211 oder 250 Tage mit
0,025% WY-14,643 ad libitum behandelt (vgl. 4.2.2.5), die Lebern entnommen (vgl.
4.2.2.7) und direkt auf einem auf -70°C gekuhlten Metallblock eingefroren. Die
Ergebnisse eines Genotyps und Behandlungszeitpunkts sind als sogenannte
Fulman Inseln mittels eines Boxplots dargestellt (n=3 fir 176 + 211 Tage; n=8-9
fur 250 Tage).

Abbildung 57 zeigt die Anzahl der gefundenen ,Fulman Inseln“ pro cm?® in
Leberschnitten von WY-14,643 behandelten Wildtyp und Csb”/Ogg1”-Méausen.
Man erkennt hier bereits bei Behandlungstag 211 den sehr deutlichen, 6-fach
erhohten signifikanten Anstieg (p = 0,01) der ,Fulman Inseln® in den Csb”/Ogg1”
Mausen im Vergleich zu den Wildtyp-Tieren. Ein ahnlich groRer Anstieg ist nach
250 Tagen Behandlungsdauer zu erkennen (5,7-fach). Auch dieser Unterschied ist
statistisch signifikant (p = 0,009).

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass reparaturdefiziente Csb”/Ogg1”-
knockout-Mause im Vergleich zu reparaturprofizienten Wildtyp-Mausen nach der
Behandlung mit dem leberspezifischen Promotor WY-14,643 eine signifikant
erhohte Anzahl an enzymveranderten Lasionen in ihrer Leber tragen. Unter der

Annahme, dass sich die enzymveranderten Lasionen zu Tumoren
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weiterentwickeln, kann man aus diesem Experiment schlielen, dass die in den
Csb”/0gg1”-Mausen erhohten Hintergrundspiegel an oxidativen DNA-Schaden

und daraus resultierenden spontanen Mutationen entscheidend zur
Tumorentstehung beitragen.
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6 DISKUSSION

6.1 Sind Mitochondrien endogene Quellen reaktiver Sauerstoffspezies,

die zu oxidativen DNA-Schaden fiihren?

Ein erstes Ziel dieser Arbeit war es, endogene Quellen reaktiver Sauerstoffspezies
zu identifizieren, deren ROS-Produktion zu oxidativen DNA-Schaden fihrt. Zur
Klarung der Frage, in welchem Ausmal® ROS aus Mitochondrien die
mitochondriale DNA schadigen, wurde daher ein DNA-Relaxationsassay etabliert,
um mitochondriale DNA-Schaden altersabhangig in verschiedenen Csb- und

Ogg1-Genotypen zu bestimmen.

Die Anwendbarkeit dieses mitochondrialen DNA-Relaxationsassay zur Messung
mitochondrialer DNA-Schaden wurde mittels eines internen Standards Uberpruft,
und es konnte gezeigt werden, dass Fpg-Protein quantitativ alle vorhandenen
Fpg-sensitiven Modifikationen in mitochondrialer DNA erkennt (Abbildung 22,
Abbildung 23 und Abbildung 24). Ferner konnte gezeigt werden, dass mtDNA aus
Lebern von Wildtyp-Mausen 9,2 +2,2 Fpg-sensitive Modifikationen pro 10°
Basenpaare tragt und dass es nicht zu einem altersabhangigen Anstieg dieser
Modifikationen kommt. Dieser Wert stimmt gut mit einem friiheren Bericht von
Hegler et al. Uberein (Hegler et al., 1993). Sie zeigten mit der selben Methode,
dass mtDNA aus Rattenlebern 8,0 + 1,5 Fpg-sensitive Modifikationen pro 10°
Basenpaare tragt. Dennoch wurden von anderen Arbeitsgruppen, vor allem mit
Hochleistungsflissigkeitschromatographie, mitochondriale DNA-Schaden in einer
Hohe detektiert, die sich von den hier gezeigten Ergebnissen deutlich
unterscheiden. Zur besseren Ubersicht sind die in der Literatur beschriebenen
Hintergrundspiegel und die benutzte Messmethode in Tabelle 13

zusammengestellt.
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Tabelle 13: Ubersicht Uber Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen (8-oxoG fiir
HPLC und Fpg-sensitive Modifikationen fir enzymatische Methoden) in
mitochondrialer DNA von Nagerlebern. Die Werte wurden mit den angegebenen
Techniken bestimmt. HPLC-ECD-Werte, die in 8-oxoG pro 10° Guaninmolekiile
angegeben wurden, wurden umgerechnet, wobei angenommen wurde, dass
mitochondriale DNA aus Mauselebern einen Guanin-Anteil von 18% hat
(NC_006914). D.h. die Werte wurden mit dem Faktor 0,36 multipliziert, um auch
der Tatsache Rechnung zu tragen, dass die DNA als Doppelstrang vorliegt.
HPLC-ECD = Hochleistungsflissigkeitschromatographie mit elektrochemischer

Detektion.

Technik Spezies, Organ, (Alter) Lasionen Referenz
pro 10° bp

HPLC-ECD Ratte, Leber, 6 Mon. ~ 247 + 36 (Richter et al., 1988)
HPLC-ECD rat, liver ~107 (Suter und Richter, 1999)
HPLC-ECD rat, liver ~ 30,7 £ 3,4° (Suter und Richter, 1999)
HPLC-ECD Maus, Leber, 4 Mon. (wt) ~46+1,8 (de Souza-Pinto et al., 2001a)
HPLC-ECD Maus, Leber, 4 Mon. (Ogg1'/') ~51,8+357 (de Souza-Pinto et al., 2001a)
HPLC-ECD Maus, Leber, 6 Mon. 0,7+0,2° (Hamilton et al., 2001)
HPLC-ECD Maus, Leber, 26 Mon. 95+0,3 (Van Remmen et al., 2003)
Fpg, Southern  Ratte, Leber, 6 Mon. ~10+2 (Anson et al., 2000)
Fpg, Southern  Ratte, Leber, 6 Mon. ~36+5° (Anson et al., 2000)
Fpg Ratte, Leber 8015 (Hegler et al., 1993)
Fpg Maus, Leber, 5-12 Mon. (wt) 92+22 Abbildung 27
Fpg Maus, Leber, 4-23 Mon. (Csb”/Ogg1”) 7,1+£22 Abbildung 27

@ Messung nur in nicht fragmentierter mtDNA
b altersabhangige Zunahme der DNA-Schaden detektiert
° mtDNA wurde vor der Vermesung mittels Southern-Blot von nukledrer DNA abgetrennt

Es ist nicht neu, dass die Bestimmung oxidativer DNA-Schaden mit verschiedenen
Methoden zu unterschiedlichen Ergebnissen flihrt. Dies kann mit der
unterschiedlichen Sensitivitdt der Methoden zusammenhangen. Aulierdem wurde
gezeigt, dass es wahrend der Aufarbeitung des Probenmaterials zu einer
artifiziellen Bildung von 8-o0xoG kommen kann (ESCODD, 2002; ESCODD, 2003;
Collins et al., 2004).

Vergleicht man die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in mtDNA von
Wildtyp- und reparaturdefizienten Csb”/0Ogg1”-Mausen, so erkennt man keinen
Unterschied in den gefundenen Werten bei jungen Tieren (Abbildung 26). In den
Csb”/0gg1”"-Tieren ist nur ein schwacher altersabhingiger Anstieg der oxidativen
DNA-Modifikationen zu erkennen (Abbildung 27). Auch die jeweiligen Csb”- und

Ogg1'/'— single-knockout-Mause zeigen keinen Unterschied zu den Wildtyp-Tieren
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(Abbildung 26). Diese Befunde stehen in klarem Widerspruch zu einem Bericht
von de Souza-Pinto et al., die einen 11-fachen Anstieg von 8-oxoG in mtDNA von
Ogg1”-Mausen im Vergleich zum Wildtyp nachgewiesen haben (de Souza-Pinto
et al, 2001a). Diese Arbeitsgruppe berichtete fir Ogg1’-Mause
Hintergrundspiegel in mtDNA von 52 + 36 8-oxoG pro 10° bp (Tabelle 13). Eine
modgliche Erklarung flur die unterschiedlichen Ergebnisse koénnte in der benutzten
Messmethode begrundet sein. Wahrend fur die Analyse der oxidativen DNA-
Schaden mittels DNA-Relaxationsassay nur intakte, zirkulare mtDNA-Molekile
einbezogen werden, werden bei der Analyse mittels HPLC auch fragmentierte
mtDNA-Molekile in der Analyse erfasst. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass
fragmentierte mtDNA mehr oxidative DNA-Schaden tragt als intakte DNA-
Molekule (Suter und Richter, 1999). Eine weitere Erklarung fir die
unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte in der Tatsache begrindet sein, dass das im
DNA-Relaxationsassay verwendete Fpg-Protein nur 8-o0xoG:C Fehlpaarungen
erkennt (vgl. 2.4.2.1), jedoch berichtet wurde, dass 8-0xoG in mitochondrialer DNA
vor allem mit Adenin gepaart vorliegt (Miyako et al., 2000). Dies konnte in der
vorliegenden Arbeit durch die Verwendung von MutY-Protein als Sonde flr
8-ox0G:A ausgeschlossen werden. Die von mir untersuchte mtDNA zeigt keine
erhdohten Spiegel an mit Adenin fehlgepaartem 8-oxoG (Abbildung 29). Dieses
Ergebnis wird gestitzt von dem Befund, dass zumindest beim Menschen das
humane MutY-Homolog (hMYH), welches 8-oxoG:A Fehlpaarungen aus dem
Genom entfernt, in Mitochondrien nachgewiesen werden konnte (Ohtsubo et al.,
2000; Cotter et al., 2004). Vergleicht man die Schadensprofile der Wildtyp- und
Csb”/0gg1”-Mause, so erkennt man, dass sich auch die Anzahl der gefundenen
regularen- und oxidierten AP-Lasionen in beiden Genotypen nicht unterscheidet
(Abbildung 30).

Gegen die von de Souza-Pinto et al. gefundenen erhdhten Spiegel oxidativer
mtDNA-Schaden in Ogg1”-Mausen spricht der Befund, dass Mitochondrien aus
alten Wildtyp- und Ogg7”-Mausen keine funktionellen Unterschiede aufweisen
und Mitochondrien aus Ogg1”-Mausen keine Anzeichen von erhéhtem oxidativen
Stress zeigen (Stuart et al., 2005). Der fehlende Anstieg oxidativer mtDNA-
Schaden in reparaturdefizienten Csb”/Ogg1”-Mausen konnte aber auch

bedeuten, dass die ,wahren“ Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in den
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verschieden Mausgenotypen unterhalb der Nachweisgrenze des mtDNA-
Relaxationsassays liegen. Gegen diese Vermutung spricht allerdings, dass die
mtDNA-Schaden durch die Gabe eines Peroxisomenproliferators, der auch zu
einer Proliferation der Mitochondrien beim Menschen flihren kann (Hanefeld et al.,
1983), signifikant gesenkt werden konnten (Abbildung 41). Dies deutet darauf hin,
dass der Replikation moglicherweise eine entscheidende Rolle bei der Abwehr
oxidativer mtDNA-Modifikationen zukommt. Einerseits werden bei der Zellteilung
nur nicht oxidierte Guanin-Molekile bei der DNA-Neusynthese verwendet,
andererseits konnte wahrend der Zellteilung eine Selektion gegeniber nicht
geschadigten Mitochondrien und nicht geschadigter mtDNA stattfinden.
Moglicherweise kann die Reduktion der oxidativen mtDNA-Schaden auch mit einer
replikationsgekoppelten Reparatur erklart werden. Diese Hypothese wird gestutzt
durch den Befund, dass Piflp, eine Helikase, die an verschiedenen
replikationsgekoppelten Funktionen beteiligt ist, Ntg-sensitive DNA-Modifikationen
in mtDNA von Hefe senken konnte, unabhangig vom Vorhandensein von Ntg
(Doudican et al., 2005). Ferner konnte vor kurzem gezeigt werden, dass die
Familie der NEIL-Reparaturproteine bevorzugt oxidative DNA-Schaden in sich
replizierenden Bereichen der DNA repariert (Dou et al., 2003) und dass NEIL1-
defiziente Mause mtDNA-Schaden und Deletionen in ihrem Genom akkumulieren
(Vartanian et al., 2006).

Da jedes Mitochondrium 2—-20 Kopien mtDNA enthalt (Lee und Wei, 2001), ware
es auch durchaus denkbar, dass die mtDNA-Schaden in jedem Mitochondrium
sehr heterogen verteilt sind und daher ,Durchschnittswerte” bei der Erfassung von
mitochondrialen DNA-Schaden nur unzureichend die tatsachlichen Werte
wiedergeben. Mittlerweile gibt es auch Hinweise, dass mitochondriale DNA aktiv
durch den mitochondrialen Transkriptionsfaktor A (TFAM), der zu den
high-mobility-group-Proteinen gehort, vor Angriffen durch ROS geschutzt wird
(Ekstrand et al., 2004; Kanki et al., 2004).

Letztendlich Iasst sich aus den erhaltenen Ergebnissen nicht ableiten, welche
Rolle das Cockayne Syndrom B Protein und die 8-oxoGuanin-Glykosylase bei der
Reparatur oxidativer mitochondrialer DNA-Schaden spielen. Betrachtet man die
Ergebnisse in ihrer Gesamtheit, so muss man aber davon ausgehen, dass die

mitochondriale ROS-Produktion und daraus resultierende oxidative DNA-Schaden
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auch in alternden Individuen Uberschatzt wurden und die mitochondriale DNA wohl
auch durch antioxidatve Systeme sehr gut gegen den Angriff durch reaktive

Sauerstoffspezies geschutzt ist.

Wahrscheinlich kénnte die Analyse mitochondrialer Mutationen in den
verschiedenen Mausgenotypen Aufschluss geben, welchen Beitrag das OGG1-
und das CSB-Protein bei der Wahrung der genomischen Integritat der

mitochondrialen DNA leisten.

6.2 Induziert der Peroxisomenproliferator WY-14,643 oxidative DNA-

Schaden in vivo?

Als weitere Quelle reaktiver Sauerstoffspezies kommen Peroxisomen in Betracht
(vgl. 2.1.3). Zur Uberpriifung welchen Beitrag diese Zellorganellen zum
Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden leisten, sollte die ROS-Produktion mit
dem Peroxisomenproliferator WY-14,643 in der Hepatomzelllinie HEPA1 und in

Hepatozyten von Mausen stimuliert werden.

Die Ergebnisse zeigen, dass 250 bzw. 500 yM WY-14,643 in HEPA1-Zellen nicht
zu einer Erhéhung der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden fihren
(Abbildung 31), auch nicht in Glutathion-depletierten Zellen. Dies kann auf eine
fehlende Expression des PPARa-Rezeptors, der Uber eine Expressionssteigerung
der Acyl-CoA-Oxidase zu einer erhohten Bildung von ROS beitragt, in den
HEPA1-Zellen zurtuckgeflhrt werden (Abbildung 32).

Um zu Uberprifen, ob der PP WY-14,643 oxidative DNA-Schaden in Nagerlebern
induziert, wurde Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mausen die Substanz fir
unterschiedlich lange Zeitraume uUber das Futter verabreicht, primare Hepatozyten
isoliert (4.2.2.3), die mittels Alkalischer Elution analysiert wurden (4.2.3).

Anhand der Versuche wird deutlich, dass die Gabe der Substanz nicht zu einer
signifikanten Anderung des Gewichtsverlaufs in den behandelten Tieren fiihrt
(Abbildung 33 und Abbildung 34). Dies lasst schlieBen, dass der PP in der
verwendeten Konzentration, keine akut toxischen Wirkungen besitzt. Andererseits

konnte gezeigt werden, dass die behandelten Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mause
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bereits nach vier Behandlungstagen quantitativ gleich stark mit einer Zunahme
des Lebergewichts reagieren (Abbildung 35), was auf eine starke Zunahme der
Zellproliferation zurtckgeflihrt werden kann (Peters et al., 2005). Auch die
Expression der ROS-generierenden peroxisomalen Acyl-CoA-Oxidase wird durch
die Behandlung mit WY-14,643 stark gesteigert (Abbildung 37). Betrachtet man
nun die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen in Wildtyp-Mausen in
Abhangigkeit von der WY-14,643-Behandlung, so erkennt man, dass es unter dem
Einfluss des PP nicht zu einer erkennbaren Erhdhung der Hintergrundspiegel
kommt (Abbildung 38). Um auszuschlieRen, dass durch den PP mdglicherweise
induzierte, oxidative DNA-Modifikationen direkt durch die BER repariert werden,
wurden in einem weiteren Experiment reparaturdefiziente Csb”/0gg1”-Mause
eingesetzt. Wie in Kapitel 2.4.6.1 beschrieben, zeigen diese Mause
physiologischerweise einen erhohten Hintergrundspiegel oxidativer DNA-
Modifikationen in der Leber und sollten daher leicht auf eine zusatzliche Induktion
reaktiver Sauerstoffspezies ansprechen. Dennoch war nach verschiedenen
Behandlungszeitpunkten mit WY-14,643 auch in diesen Tieren kein Anstieg
oxidativer DNA-Schaden zu erkennen, sondern vielmehr ein Absinken der
Hintergrundspiegel (Abbildung 38). Diese mit der Behandlungsdauer korrelierende
Absenkung der Hintergrundspiegel muss wohl auf die starke Leberzellproliferation
zuruckgefuhrt werden, da bei der DNA-Neusynthese nicht oxidierte Guanin-
Molekule in die DNA eingebaut werden und es dadurch zu einer Verdunnung der
oxidativen DNA-Schaden in der DNA kommt. In diesem Zusammenhang sollte
nochmals betont werden, dass auch die Hintergrundspiegel oxidativer
mitochondrialer DNA-Schaden durch eine Behandlung mit dem PP WY-14,643
gesenkt wurden (Abbildung 39). Die Hypothese, dass es zu einem
,Verdunnungseffekt“ der oxidativen DNA-Schaden kommt, wird gestitzt durch den
Befund, dass unter einer Behandlung mit WY-14,643 die Mutationsfrequenz,
gemessen im lacl-Gen von Csb”/0gg1”-Mausen, absinkt (Abbildung 40). Dies
lasst vermuten, dass die Gewebeneubildung in den Lebern der Tiere
hauptsachlich von hepatozytaren Stammzellen ausgeht, die weniger DNA-

Schaden und weniger Mutationen tragen als die enddifferenzierten Hepatozyten.

Es bleibt die Frage, warum die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden und

Mutationen jeweils nur in den Csb”/0Ogg1”-M&usen und nicht in den Wildtyp-
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Mausen abgesenkt wurden. Dieser Befund kdnnte damit erklart werden, dass die
gemessen Hintergrundspiegel in den Wildtyp-Mausen zumindest teilweise als
Artefakte anzusehen sind, in Wahrheit noch tiefer liegen und deshalb nicht weiter
abgesenkt werden kdnnen (Epe, 2002). Andererseits konnten die gemessenen
Hintergrundspiegel das Ausmald oxidativer DNA-Modifikationen wiederspiegeln,

das auch in replizierenden Zellen nicht unterschritten werden kann.

Die im Rahmen dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse werden bestatigt durch eine
Analayse von 8-oxoG in Rattenlebern nach Gabe von WY-14,643 von
Hayashi et al.. In dieser Studie kam es selbst nach 30 Behandlungswochen nicht
zu einer gesteigerten Bildung von 8-oxoG (Hayashi et al., 1994). In der Literatur
sind aber auch Arbeiten beschrieben, die erhohte Hintergrundspiegel oxidativer
DNA-Modifikationen nach der Gabe der PP Ciprofibrat und Clofibrat an Ratten
berichten (Takagi et al., 1990; Huang et al., 1994; Nilakantan et al., 1998). Klar
gegen eine Beteiligung oxidativer DNA-Schaden bei der PP-induzierten
Kanzerogenese spricht der  Befund, dass das Ausmass der
Peroxisomenproliferation nach der Gabe verschiedener PP an Ratten nicht mit der
kanzerogenen Potenz dieser Stoffe korreliert (Marsman et al., 1988). Interessant
erscheint in diesem Zusammenhang auch, dass ein Ausschalten des Aco-Gens in
Mausen, welches fir die peroxisomale Acyl-CoA-Oxidase codiert und damit
ursachlich fur die gesteigerte ROS-Produktion verantwortlich gemacht wird, die
PP-induzierte Kanzerogenese in diesen Tieren nicht verhindern konnte (Fan et al.,
1998). Es muss an dieser Stelle allerdings darauf hingewiesen werden, dass
Aco”-Mé&use bereits eine hohe spontane Leberkrebsinzidenz zeigen (Fan et al.,
1998).

Die erhaltenen Ergebnisse lassen eine weitere Schlussfolgerung zu: Da selbst
nach einer Induktion der Peroxisomenproliferation durch WY-14,643 in den
untersuchten Mausen keine Erhohung der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-
Modifikationen zu erkennen war, kann man schlussfolgern, dass die
physiologische ROS-Produktion aus Peroxisomen auch im nicht-stimulierten
Normalzustand keinen Beitrag zu den Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-

Modifikationen leistet.

Zusammenfassend kann man festhalten, dass die Peroxisomenproliferator-

induzierte Kanzerogenese auf einer Promotion von spontan initiierten Lasionen
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beruht und die Induktion von oxidativen DNA-Schaden keine Rolle zu spielen
scheint. Welche Rolle die gebildeten ROS bei der Zellteilung spielen, ist derzeit

noch Gegenstand wissenschaftlicher Diskussion (Peters et al., 2005).

6.3 Welche Rolle spielt das CSB-Protein bei der Wahrung der

genomischen Integritat?

Neben einer gesteigerten Bildung oxidativer DNA-Schaden koénnte auch ein
Ausfall spezifischer DNA-Reparaturproteine zu einem erhoéhten Krebsrisiko
beitragen (Abbildung 1). Die Rolle eines dieser Proteine, namlich die des
Cockayne Syndrom B-Proteins, bei der Reparatur oxidativer DNA-Schaden ist bis
heute weitgehend ungeklart. Auch die Frage, ob ein Ausfall des Csb-Gens, vor
allem bei gleichzeitigem Ausfall des Ogg7-Gens, einen Einfluss auf die
genomische Integritat in Sdugern hat, konnte bisher noch nicht gelést werden (vgl.
2.4.6.1). Um diese Fragen zu beantworten, wurden zwei verschiede Ansatze
gewahlt. Zum einen wurde mit einer SV40-transformierten Fibroblastenzelllinie
eines Cockayne Syndrom B-Patienten gearbeitet, die ein verklrztes CSB-Protein
exprimiert (vgl. 4.1.7). Zum anderen wurde mit knockout—-Mausen der folgenden
Genotypen gearbeitet: Csb”-, Ogg1”-, Csb”/0Ogg1” sowie den entsprechenden
Kontrolltieren (Csb™/0gg1™).

Um herauszufinden, welchen Einfluss ein funktionierendes CSB-Protein auf die
genomische Integritdt hat, wurden die o0.g. Genotypen durch Einkreuzung von
transgenen BigBlue®-Mausen mit einem bakteriellen /ac/ Gen ausgestattet (vgl.
4.2.2.1). Das lacl-Gen erlaubt sowohl eine spontane als auch durch Xenobiotika
induzierte organspezifische Mutagenitatsprifung in diesen Tieren. Um eine
maximale genetische Homogenitat der Tiere zur erhalten, wurden zur Analyse alle
Tiere demselben Zuchtschritt enthommen. Abbildung 48 und Abbildung 49 zeigen,
dass bei der Generierung der transgenen knockout-Tiere alle Genotypen wie
erwartet auftraten und gleich viele Mannchen und Weibchen geboren wurden. Da
das transgene lacl-Gen in den generierten Mausen nicht transkribiert wird (Provost

und Short, 1994), sind alle in diesem Genabschnitt erfassten Effekte nicht auf eine
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transkriptionsgekoppelte Reparatur, sondern auf eine ,globale* Reparatur

endogen erzeugter oxidativer DNA-Schaden zurtckzufihren.

Die Analyse der Mutationsfrequenzen im facl-Gen von Csb”/Ogg1*”-Mausen
zeigte nur eine leichte, nicht signifikante Erhdhung der Mutationsfrequenz im
Vergleich zu den Kontrolltieren (Csb"”/0gg1*") (Tabelle 9). Dieser Befund ist in
Einklang mit einer vor kurzem publizierte Arbeit von Dolle et al.. Die Arbeitsgruppe
fand keine Erhohung der Mutationsfrequenz im transgenen /JacZ-Gen von
Csb”-Mausen (Dolle et al., 2006). Dass die gefundene Mutationsfrequenz in
Ogg1”-Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren (Csb™/0Ogg1™) starker erhoht
war (2,1-fach) als in Csb”-Mausen (1,4 fach) (vgl. Tabelle 9) unterstiitzt die
Hypothese, dass OGG1 und mdglicherweise andere Glykosylasen, die die BER
initiieren, das primare Abwehrsystem gegen oxidative DNA-Modifikationen
darstellen (Fortini et al., 2003). Der gleichzeitige Ausfall von CSB- und OGG1-
Protein in Csb'/'/OggT/'-Tieren fuhrte zu einer Erhdhung der Mutationsfrequenz im

Vergleich zu den beiden single-knockout-Genotypen (Tabelle 9).

Durch Amplifizierung der gefundenen Mutanten mittels PCR (vgl. 4.2.5.7) und
anschlieBender Sequenzierung konnten alle Mutationen identifiziert werden. In
guter Ubereinstimmung mit bisherigen Erkenntnissen ist der Befund, dass das
Mutationsmuster in Kontrolltieren (Csb*/0gg1*") durch G:C zu A:T Transitionen
gepragt wird (Hill et al., 2004), die typischerweise durch spontane Deaminierung
von Cytosin entstehen. Zwischen 80 und 100% der gefundenen G:C zu A:T
Transitionen in den verschiedenen Genotypen war an so genannten CpG-Inseln
lokalisiert, was typisch fur nicht transkribierte Gene wie das /acl-Gen in den
BigBIue®—Méusen ist. Interessiert man sich nur fur die Mutationen, die durch einen
Defekt im Csb- und / oder Ogg71-Gen verursacht werden, sind deshalb Mutationen
vom Typ G:C zu A:T von der Analyse auszuschlie3en. Es konnte gezeigt werden,
dass in Ogg7”-Mausen im Vergleich zu Kontrolltieren die G:C zu T:A
Transversionen stark (7,1-fach) erhoht sind. Das gleichzeitige Ausschalten von
CSB und OGG1 in Csb”/Ogg1”-Mausen fiihrt zu einer weiteren signifikanten
Erhdhung der Mutationsfrequenz im  Vergleich zu Ogg71”-Mausen.
Interessanterweise wurden in den Doppelknockout-Tieren nicht nur G:C zu T:A
Transversionen gefunden, sondern auch kleine Deletionen (1—4 bp), die nicht an

bekannten Mutationshotspots auftraten (Halangoda et al., 2001) und auch nicht in
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Csb”- und Ogg1”-Tieren zu finden waren. Dies kdnnten Anzeichen fiir alternative

Reparaturversuche durch fehlerhaftete Reparaturwege darstellen.

Dieser Befund wurde durch Untersuchungen an Fibroblasten (UVS1KO) eines
Patienten, der am Cockayne Syndrom B leidet, bestatigt. Der Patient aus dem die
Zelllinie gewonnen wurde, exprimiert nur ein verklirztes CSB Protein (Horibata et
al., 2004). Mit Hilfe der Alkalischen Elutionstechnik wurden keine Unterschiede in
den UVS1KO-Zellen im Vergleich zur CSB-korrigierten Zelllinie HA-CSB/UVS1KO
bezlglich der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen gefunden
(Abbildung 41). Es wurden auch keine Unterschiede in der Induktion oxidativer
DNA-Schaden durch Ro 19-8022 und sichtbarem Licht (Abbildung 42) sowie in der
Reparatur oxidativer DNA-Schaden detektiert (Abbildung 43). Die Ergebnisse
lassen vermuten, dass das CSB-Protein nicht primar an der Abwehr oxidativer
Basenmodifikationen beteiligt ist, sondern ein Ausfall des CSB-Proteins sich
klinisch vor allem durch eine gestorte transkriptionsgekoppelte Reparatur
manifestiert. Die Befunde an der menschlichen CSB-Zelllinie sind in Einklang mit
Untersuchungen durch Osterod et. al. (Osterod et al., 2002), der zeigen konnte,
dass Csb”-Mause keine Erhdhung der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-

Schaden zeigen.

Zusammenfassend zeigen die erhaltenen Ergebnisse eindeutig, dass das
Cockayne Syndrom B-Protein selbst in nicht transkribierten Genen einen Ausfall
von OGG1 bei der Reparatur oxidativer DNA-Schaden funktional korrigieren kann.
Dennoch stellt CSB in einem OGG1 profizienten Hintergrund nicht das primare
Abwehrsystem gegen oxidative DNA-Schaden dar. Welche Rolle CSB bei der
globalen Reparatur oxidativer DNA-Schaden spielt und welche weiteren Proteine
an diesem back-up-Mechanismus beteiligt sind, soll im folgenden Kapitel (6.4)

deutlich werden.

6.4 Welche Rolle spielt die Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 bei der

Reparatur nukleadrer oxidativer DNA Schaden?

Die genaue Funktion der Poly(ADP-Ribose)-Polymerase 1 (PARP1) bei der

Reparatur oxidativer DNA-Schaden ist noch weitgehend ungeklart. Speziell die
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Frage, ob dieses Enzym eine Rolle bei der beobachteten back-up-Reparatur
oxidativer DNA-Schaden spielt, sollte untersucht werden. Ein erster Hinweis auf
eine Beteiligung der PARP1 bei dieser back-up-Reparatur ergab sich aus dem
Befund, dass eine Beschleunigung der ,globalen“ DNA-Reparatur durch das CSB-
Protein abhangig ist von der enzymatischen Aktivitat der Poly(ADP-Ribose)-
Polymerase 1 (Flohr et al., 2003). Dieser Befund sollte mit Hilfe von knockout-
Tiermodellen naher beleutet werden. Dazu wurden die Hintergrundspiegel an Fpg-
sensitiven Modifikationen in frisch isolierten Hepatozyten von Parp1'/'-,
Parp1”/0gg1”- und Wildtyp-Mausen bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass ein
Ausfall von PARP1 und OGG1 in Parp1”/0gg1”-Méusen zu einem stérkeren
Anstieg der Fpg-sensitiven Modifikationen fuhrt als der alleinige Ausfall von OGG1
in Ogg1”-Mausen (Abbildung 44). Dieser Anstieg ist vergleichbar mit dem Anstieg
der fir Csb”/0gg1”-Mause beschrieben wurde (Osterod et al., 2002). Der
alleinige Ausfall von PARP1 flhrt nicht zu einem Anstieg oxidativer DNA-
Modifikationen (Abbildung 44).

Die Bedeutung von PARP1 fur die Reparatur oxidativer DNA-Schaden wird
untermauert durch Untersuchungen an spontan immortalisierten
Mausembryofibroblasten der verschiedenen Mausgenotypen, die in unserem
Arbeitskreis durchgefuhrt wurden. Wahrend in Ogg1'/'-ZeIIen noch eine Reparatur
oxidativer DNA-Schaden erkennbar ist (Klungland et al.,, 1999; Osterod et al.,
2002), zeigen Parp1”0gg1”-Zellen auch nach 48 Stunden keine Reparatur
oxidativer DNA-Modifikationen (persdnliche Mitteilung C. Flohr-Beckhaus). Des
weiteren ist die erhaltene Reparaturkinetik der Parp1”/Ogg1”-Zellen nahezu
identisch mit der Reparaturkinetik von Csb”/0gg1”-Zellen. Ein weiterer wichtiger
Hinweis fir das Zusammenwirken von PARP1 und CSB in einem back-up-
Reparaturweg fur OGG1 bringt die Erkenntnis, dass es zwischen beiden Proteinen

eine physische und funktionelle Interaktion gibt (Thorslund et al., 2005).
Was ist nun die Rolle von PARP1 und CSB in diesem back-up-Reparaturweg?

Moglicherweise konnen sowohl PARP1 als auch CSB zu einer Veranderung der
Chromatinstruktur fuhren. Diese Hypothese wird gestiutzt durch den Befund, dass
CSB durch eine ATP-abhangige Umgestaltung des Chromatins (Citterio et al.,
2000) die Reparatur durch Offnung der DNA erleichtern kann (Ura und Hayes,
2002). In diesen Mechanismus scheinen auch die direkte Poly(ADP-Ribosyl)ierung
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von Histonen und die Automodifikation von PARP1, die zur Dekondensation des
Chromatins flhrt (Kraus und Lis, 2003), beteiligt zu sein. In diesem
Zusammenhang ware es vorstellbar, dass durch die Strukturdnderung des
Chromatins der Zugang von DNA-Reparaturproteinen zur geschadigten L&sion
erleichtert wird. Diese Hypothese wird durch den Befund gestitzt, dass PARP1
und CSB die Glykosylaseaktivitat von OGG1 nicht direkt beeinflussen (Osterod et
al., 2002; Flohr et al., 2003 und personliche Mitteilung C. Flohr-Beckhaus).

Welche weiteren Proteine sind an dieser CSB- und PARP1-abhangigen, aber

OGG1-unabhangigen Reparatur oxidativer DNA-Modifikationen beteiligt?

Zur Publikation eingereichte Ergebnisse von C. Flohr-Beckhaus et al. zeigen, dass
das Xeroderma pigmentosum A-Protein (XPA), welches bisher nur mit der
globalen und transkriptionsgekoppelten-NER in Verbindung gebracht wurde, auch
bei der OGG1-unabhangigen Reparatur von oxidativen DNA-Schaden eine Rolle
spielt (personliche Mitteilung C. Flohr-Beckhaus). Interessanterweise gibt es keine
Anzeichen einer Beteiligung des Xeroderma pigmentosum C Proteins (XPC),
welches bei der Erkennung von Basenmodifikationen bei der NER bendétigt wird
(Sugasawa et al., 1998; Volker et al., 2001).

Untersuchungen zur Funktion der Reparaturproteine OGG1, CSB und PARP1 bei
der Pravention von Mikrokernen im Blut von Mauseerythrozyten zeigen, dass nur
die PARP1 einen Einfluss auf die Bildung von Mikrokernen im Vergleich zu
Wildtyp-Mausen hat (Abbildung 47). Geht man davon aus, dass Mikrokerne vor
allem aus DNA-Einzel- und DNA-Doppelstrangbriichen entstehen, so bestatigt
dieses Ergebnis frihere Befunde zur Rolle der PARP1 bei der Reparatur von
DNA-Einzelstrangbriichen (de Murcia et al., 1997; Shall und de Murcia, 2000;
Flohr et al.,, 2003; Dantzer et al., 2006). Die Ergebnisse machen aber auch
deutlich, dass die erhdhten Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen in

Csb”/0gg1”-Mausen nicht zu einer erhéhten Mikrokernrate fiihren.
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6.5 Welche Mutagenitat besitzt 8-oxoG in vivo?

Um das mutagene Potential von endogenen oxidativen DNA-Modifikationen, deren
Reparatur vom OGG1- und CSB-Protein abhangig ist, abzuschatzen, wurden die
Mutationsfrequenzen in den Lebern von Wildtyp-, Csb”-, Ogg1”- und
Csb”/0gg1”-Mausen mit den Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-Modifikationen
korreliert (Abbildung 58).
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Abbildung 58: Korrelation der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in Hepatozyten von
Wildtyp-, Csb”-, 0Ogg1”- und Csb’/Ogg1”-Mausen mit spontanen
Mutationsfrequenzen im Jacl-Gen. Die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-
Modifikationen wurden mit Hilfe der Alkalischen Elution (vgl. 4.1.10.6) in frisch
isolierten Hepatozyten (vgl. 4.2.2.3) von Osterod et al. bestimmt (Osterod et al.,
2002). Die alterskorrigierten Werte fir die Korrelation wurden durch eine lineare
Regression erhalten.

Eine Analyse der Daten zeigt, dass es eine starke Korrelation zwischen den
Hintergrundspiegeln oxidativer DNA-Modifikationen (bestimmt als Fpg-sensitive
Modifikationen pro 108 Basenpaaren) in den Lebern von 5 Monate alten Mausen
und der totalen Mutationsfrequenz (Abbildung 58) (R? = 0,948) und auch der
Frequenz an G:C zu T:A Transversionen (Abbildung 59) (R* = 0,868) gibt. Die
Mutationen wurden wie in Kapitel 4.2.5 beschrieben im bakteriellen /acl-Gen

bestimmt.
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Abbildung 59: Korrelation der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Schaden in Hepatozyten von
Wildtyp-, Csb™-, Ogg1'/'- und Csb'/'/OggT/'-Méusen mit spontanen G:C zu T:A
Transversionen im /ac/-Gen. Die Hintergrundspiegel oxidativer DNA-Modifikationen
wurden mit Hilfe der Alkalischen Elution (vgl. 4.1.10.6) in frisch isolierten
Hepatozyten (vgl. 4.2.2.3) von Osterod et al. bestimmt (Osterod et al., 2002). Die
alterskorrigierten Werte fiir die Korrelation wurden durch eine lineare Regression
erhalten.

Diese lineare Korrelation lasst erstmals eine Abschatzung Uber das mutagene
Potential oxidativer DNA-Modifikationen in vivo zu. Man erkennt, dass weniger als
0,2 zusatzliche Modifikationen pro 108 Basenpaaren ausreichen, die spontane
Mutationsfrequenz zu verdoppeln. Dies bedeutet, dass alle anderen endogen
gebildeten Modifikationen und Replikationsfehler entweder weniger haufig

auftreten oder aber ein geringeres mutagenes Potential im /acl-Gen besitzen.

Da die Bestimmung auf zusatzlich gebildeten DNA-Modifikationen in knockout-
Mausen beruht, hatte eine Uberschatzung der Hintergrundspiegel oxidativer DNA-
Modifikationen durch Oxidation bei der Aufarbeitung der DNA (Pflaum et al., 1997;
Helbock et al., 1998; ESCODD, 2003), keinen Einfluss auf das Ergebnis.

Es sollte erwahnt werden, dass viele der gefundenen Mutationen maoglicherweise
bereits frih wahrend der Organogenese, wenn die Zellproliferation hoch ist,
gebildet werden koénnten. Zu diesen frihen Zeitpunkten ist die Anzahl der
oxidativen DNA-Modifikationen wahrscheinlich jedoch tiefer als zum Zeitpunkt der

Mutationsanalyse. Deshalb sind die absoluten Spiegel oxidativer DNA-
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Modifikationen, die zu einer Verdopplung der Mutationsfrequenz flhren,

wahrscheinlich niedriger als 0,2 Fpg-sensitive Modifikationen pro 108 Basenpaare.

6.6 Welche Rolle spielen oxidative DNA-Schaden bei der

Kanzerogenese?

Die genaue Rolle oxidativer DNA-Schaden bei der Krebsentstehung ist nach wie
vor ungeklart. Wie in Kapitel 2 beschrieben gibt es Hinweise, dass ein Ausfall von
Proteinen, die an der Reparatur oxidativer DNA-Schaden beteiligt sind zu einer

Erhohung der Krebsinzidenz beitragen konnten.

Ein interesantes Werkzeug zur Klarung der Frage, welche Rolle oxidative DNA-
Schaden bei der Kanzerogenese spielen, stellen Csb”/0gg1”-knockout-Mause
dar. Diese Tiere zeigen — wie beschrieben — erhdhte Spiegel an oxidativen DNA-
Schaden (vgl. Kapitel 2.4.6.1 und 5.2.5) und an Mutationen (vgl. Tabelle 10), im
Vergleich zu den Wildtyp-Kontrollen.

Die Beobachtung eines kleinen Tierkollektivs zeigte allerdings weder eine
erkennbar erhdhte Krebsinzidenz im Vergleich zu den Kontrolltieren, noch eine
daraus resultierende Verklrzung der Lebenserwartung (eigene Beobachtung und
personliche Mitteilung von A. Klungland, Oslo). Um dennoch eine Aussage Uber
das kanzerogene Potential von oxidativen DNA-Modifikationen treffen zu kdnnen,
wurde in dieser Arbeit in Anlehnung an ein klassisches /Initiations-Promotions-
Experiment der leberspezifische Promotor WY-14,643 eingesetzt, um spontan
initiierte Zellen (Mutationen) in den Lebern von Wildtyp- und Csb”/Ogg1”-Mausen
zur Zellproliferation anzuregen. Wie in 4.2.2.5 beschrieben, wurde deshalb
Wildtyp- und Csb”/0gg1”-Mausen WY14,643 (ber das Futter verabreicht und
nach definierten Zeitpunkten das Ansprechen der Behandlung uUberprift. Das
Verhaltnis aus Leber- zu Korpergewicht zeigt, dass beide Genotypen quantitativ
gleich stark auf die Behandlung mit WY-14,643 ansprechen (Tabelle 11) und es in
beiden Kollektiven durch die verstarkte Zellteilung zu einer starken VergrofRerung
der Lebern kommt. Auch die untersuchten klinischen Parameter (Tabelle 12)
deuten nicht auf ein unterschiedliches Ansprechen der beiden untersuchten

Kollektive hin. Die Behandlung mit WY-14,643 ist generell als nicht toxisch
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anzusehen, da es in den untersuchten Tieren nicht zu einer Gewichtsabnahme
kommt (Abbildung 51 und Abbildung 52).

Als Marker fur eine beginnende Entartung der Lebern wurden enzymveranderte
Lasionen in den behandelten Genotypen untersucht. Die Analyse zeigt, dass
sowohl die Grolke (Abbildung 54 und Abbildung 55), als auch die Anzahl
(Abbildung 56 und Abbildung 57) der enzymveranderten Lasionen in
Csb”/Ogg1”-Mausen im Vergleich zu den Kontrolltieren erhdht sind. Die
Unterschiede werden besonders beim letzten Analysezeitpunkt, nach 250
Behandlungstagen, deutlich. Hier ist die Anzahl der enzymveranderten L&sionen
in Cshb”/Ogg1”-Mausen statistisch signifikant 6-fach erhoht (Abbildung 57). Unter
der Annahme, dass enzymveranderten Lasionen einen der ersten Schritte bei der
malignen Entartung darstellen, zeigt dieses Experiment eindeutig, dass oxidative
DNA-Schaden und daraus resultierende Mutationen einen Beitrag bei der

Krebsentstehung leisten kdonnen.

Die Resultate werden bestatigt durch den Befund, dass der kombinierte Ausfall
von OGG1- und MYH-Protein in Myh”/Ogg1”-Mausen, der nicht nur zu einer
Erh6hung oxidativer DNA-Schaden fuhrt, sondern auch die Mutagenitat von
8-oxoG durch Beseitigung der mismatch-Korrektur erhéht, mit einer erhohten
Krebsinzidenz einhergeht (Russo et al.,, 2004). 65% aller untersuchten
Myh”/Ogg1”-Mause zeigen eine Predisposition fiir Tumoren und daraus
resultierend eine verringerte Lebenserwartung (Xie et al., 2004). Die Tatsache,
dass in 75% aller untersuchten Lungentumore eine G:C zu T:A Punktmutation, die
typischerweise auf nicht repariertes 8-oxoG zurtickgefuhrt werden kann, in Kodon
12 des K-ras-Oncogens gefunden wurde, unterstreicht die Rolle oxidativer DNA-

Schaden bei der malignen Entartung.

Interessanterweise konnten Xie et al. keine direkte Korrelation zwischen der Hohe
der oxidativen DNA-Schaden in verschiedenen Geweben und der spontanen
Krebsinzidenz in diesen Organen finden (Xie et al., 2004). Obwohl in Lebern von
Myh”/0gg1”-Mausen die deutlichste Erhéhung der Hintergrundspiegel oxidativer
DNA-Schaden beobachtet wurde (10fach) (Russo et al., 2004), waren nur 9% aller
gefundenen Tumoren in diesem Organ lokalisiert (Xie et al., 2004). Dies deutet
darauf hin, dass der DNA-Schaden an sich zwar eine notwendige aber nicht

unbedingt ausreichende Bedingung fir das Auftreten einer malignen Entartung
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darstellt. Vielmehr spielen vermutlich auch Zellproliferation und Apoptose eine
entscheidende Rolle. Interessant erscheint in diesem Zusammenhang der Befund,
dass eine Behandlung von Ogg7”-M&usen mit KBrOs zwar zu einer 250-fachen
Erh6hung von 8-oxoG in den Nieren fuhrt, es aber dennoch selbst nach einem
Jahr nicht zur Bildung von enzymveranderten Lasionen in diesen Tieren kommt
(Arai et al., 2006).

Fasst man die erhaltenen Ergebnisse zusammen, so kann man schliel3en, dass
oxidative DNA-Schaden und daraus resultierende Mutationen vermutlich einen
erheblichen Beitrag zur hohen spontanen Krebsinzidenz in der Bevolkerung

leisten.
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